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Περίληψη 
Στόχος της μελέτης ήταν η ανίχνευση, απομόνωση και ανάλυση του πλήρους γονιδιώματος του 
ιού του Δυτικού Νείλου από δείγματα άγριων πτηνών από την περιοχή της Αργολίδας, περιοχής 
της Πελοποννήσου, όπου έξαρση του ιού παρατηρήθηκε την καλοκαιρινή περίοδο του 2017. Οι 
ιστοί των δύο πτηνών που χρησιμοποιήθηκαν ανήκουν στο είδος Pica Pica (κοινή καρακάξα), 
ένα είδος ενδημικό της Ελλάδας και ιδιαίτερα ευπαθές σε μόλυνση από τον ιό του Δυτικού 
Νείλου. Οι σωροί των πτηνών (20) συλλέχτηκαν την τέταρτη εβδομάδα του Ιουλίου του 2017 
από την περιοχή Ίναχος, μια από τις περιοχές της Πελοποννήσου στην οποία μεταξύ και άλλων 
παρατηρήθηκε εμφανή μείωση των πληθυσμών άγριων πτηνών καθώς και πτηνά που εμφάνιζαν 
νευρολογικά συμπτώματα (ληθαργικά, αδύναμα για πτήση, καμία αντίδραση σε εξωτερικά 
ερεθίσματα) όπως αναφέρθηκε από τοπικούς παράγοντες και την ερευνητική ομάδα του 
τμήματος Κτηνιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Ανάλυση RT-PCR  επιβεβαίωσε την 
ύπαρξη του ιού και  στοχευμένη μερική αλληλούχιση δύο θετικών δειγμάτων, έκανε δυνατή την 
ταυτοποίηση του ιού στην εξελικτική ομάδα 2 (lineage 2) [1]. Το lineage 2 του ιού του Δυτικού 
Νείλου είναι ο αιτιολογικός παράγοντας για μερικές από τις μεγαλύτερες σε παγκόσμια κλίμακα 
ανθρώπινες επιδημίες που λάβανε χώρα στην Ελλάδα από το 2010-2014 με 262 κλινικά 
επιβεβαιωμένες περιπτώσεις και 35 θανάτους το 2010 [2] και 305 κλινικά επιβεβαιωμένες 
περιπτώσεις και 44 θανάτους την περίοδο 2011-2014. Επανεμφάνιση του ιού έγινε μετά από μια 
περίοδο δύο χρόνων τον Ιούλιο-Οκτώβριο του 2017 με επίκεντρο την περιοχή της Πελοποννήσου 
και ήταν η πρώτη φορά που μαζικοί θάνατοι πτηνών με νευρολογικά αίτια αναφέρονται στο 
επίκεντρο ανθρώπινης επιδημίας ιού Δυτικού Νείλου. Το 2018 μια επιδημία βρίσκεται σε εξέλιξη 
με ανθρώπινα κρούσματα να αναφέρονται νωρίτερα από κάθε άλλη χρονιά σε διάφορες περιοχές 
της Ελλάδας. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης παρέχουν μια επαλήθευση της αρχικής 
κατάταξης του ιικού στελέχους των δειγμάτων στο lineage 2 καθώς και αναφορά για πρώτη φορά 
της πλήρους αλληλουχίας στελέχους lineage 2 που απομονώθηκε από καρακάξα που κατέληξε 
από νευρολογικά αίτια στην Ευρώπη. Είναι επίσης η μοναδική αναφορά της πλήρους 
αλληλουχίας του ιού ύστερα από την επανεμφάνισή του στην χώρα μας. Παρατηρήθηκαν 5 
αλλαγές στην αμινοξική αλληλουχία σε σχέση με το στέλεχος της περιόδου 2010 (στέλεχος Nea 
Santa-Greece-2010) που ήταν το φυλογενετικά συγγενέστερο. Δύο από αυτές αναφέρονται για 
πρώτη φορά στην παρούσα μελέτη και δημιουργούν ανησυχίες για πιθανή αλλαγή στην 
παθογένεια του κυκλοφορούντος στελέχους του ιού. 
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Αbstract 
The aim of this Study was to detect, isolate and analyse the full genome sequence of West Nile 
Virus found in wild bird tissues from Eurasian magpies (_Pica pica_), an endemic species of 
Greece, which were found dead during the re-emergence of the disease in Argolida, a Peloponnese 
region of Southern Greece during the summer season of 2017. During the 4th week of July 2017, 
20 dead Eurasian magpies were collected near Inachos, Peloponnese region, for WNV molecular 
detection. A noticeable reduction of the native wild bird population, especially Eurasian magpies, 
was mentioned by locals. Moreover, the presence of wild birds with neurological signs was 
verified near Inachos; affected birds were lethargic, unable to fly and had no reaction to external 
stimuli. RT-PCR analysis showed positive WNV results and the following sequence analysis in 
positive samples from 2 wild birds confirmed the detection of WNV that was subsequently 
clustered with lineage 2 strains. West Nile Virus (WNV) Lineage 2 is the etiological agent of one 
of the largest human disease outbreaks worldwide, which took place in Greece during 2010-2014, 
with 262 laboratory confirmed cases and 35 deaths in 2010 and 305 laboratory confirmed cases 
and 44 deaths in the 2011-2014 period. After a two-year hiatus, during July-October 2017, a WNV 
outbreak unraveled in Southern Greece, in the Peloponnese region. In 2018, human cases have 
been reported, earlier than any previous year from various places of mainland Greece. The results 
of this study confirm the initial lineage classification and report a genome sequence that represents 
the first fully sequenced WNV Lineage 2 strain isolated from Eurasian magpies that died showing 
neurological symptoms, in Europe. It is also the first full genome reported to be circulating in the 
ongoing human disease outbreak in southern Greece. In comparison to the phylogenetically closer 
Nea Santa-Greece-2010 strain, 5 amino acid changes were detected, including new, never 
reported before amino acid changes: This creates concerns about possible changes in the 
pathogenicity of the circulating strain. 
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1.1 Ο ιός  του Δυτικού Νείλου-γενικά στοιχεία 
Ο ιός του Δυτικού Νείλου (West Nile Virus ή WNV) είναι ένας ζωονοσογόνος RNA ιός,  ο οποίος 
ανήκει στους φλαβοϊούς (οικογένεια Flaviviridae, γένος Flavivirus) [3]. Οι φλαβοϊοί έχουν 
εικοσαεδρική συμμετρία και γραμμικό μονόκλωνο RNA με μέγεθος από 9,6 έως 12 kb με τον 
WNV να έχει περίπου 11 kb. Είναι επίσης ένας αρμποϊός, δηλαδή ιός που μεταδίδεται μέσω 
αρθροπόδων μολύνοντας περιστασιακά και τον άνθρωπο. Χιλιάδες ανθρώπινα κρούσματα 
παγκοσμίως οφείλονται σε ιούς της οικογένειας των φλαβοϊών [4]. Περίπου 70 μέλη ανήκουν 
στην οικογένεια Flaviridae, το όνομα της οποίας προέρχεται από τη λέξη ‘’flavi’’ που είναι 
λατινική και σημαίνει ‘’κίτρινο’’ και πηγάζει από έναν από τους πιο γνωστούς φλαβοϊούς , τον 
ιό του Κίτρινου Πυρετού [5]. Η οικογένεια Flaviridae διαχωρίζεται περαιτέρω σε 3 γενεές: 
Φλαβοϊούς , Pestivirus και Hepacivirus .Τα διάφορα γένη απέχουν αρκετά εξελικτικά αλλά έχουν 
όμοια σειρά γονιδίων και συντηρημένα μοτίβα στις μη-δομικές πρωτεΐνες τους [6]. Το γένος 
Pestivirus αποτελείται από 4 ιικά είδη που προκαλούν σημαντικές ζωικές νόσους: Bovine Viral 
Diarrhea Virus type 1 και 2, Border Disease Virus και την Κλασσική Πυρετώδη Νόσο των 
Χοίρων. Το μόνο μέλος του γένους Hepacivirus είναι ο ιός της ηπατίτιδας C. To γένος των 
Φλαβοϊών είναι το μεγαλύτερο με τουλάχιστον 53 είδη διαχωρισμένα σε 12 ορολογικά 
συγγενικές ομάδες. Από αυτές , το αντιγονικό σύμπλεγμα της Ιαπωνικής Εγκεφαλίτιδας (JEV)  
(8 είδη) στο οποίο ανήκει και ο ιός Δυτικού Νείλου είναι αυτή που προκαλεί τα περισσότερα 
ανθρώπινα κρούσματα [5]. 
 
Ο ιός ακολουθεί τη λυτική οδό μόλυνσης άλλων κυττάρων, διότι ως φλαβοϊός διαθέτει θετικά 
φορτισμένο νοηματικό RNA, το οποίο αναπαράγεται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων 
ξενιστών. Το γονιδίωμα του ιού μιμείται το κυτταρικό mRNA σε όλα τα χαρακτηριστικά εκτός 
από την απουσία της πολύ-(Α) ουράς. Έτσι ο ιός εκμεταλλεύεται τις λειτουργίες του ξενιστή για 
να αναπαραχθεί. Αφού ολοκληρωθεί η μετάφραση, προκύπτει μια πολυπρωτεΐνη που διασπάται 
από ένα συνδυασμό πρωτεασών ώστε να ελευθερωθούν ώριμα πολυπεπτίδια. Η μετά-
μεταφραστική τροποποίηση δεν είναι δυνατή σε αυτή την περίπτωση, αλλά η πολυπρωτεΐνη 
διαθέτει αυτοκαταλυτική ικανότητα και απελευθερώνει ένα συγκεκριμένο ένζυμο το οποίο στη 
συνέχεια διασπά περαιτέρω το πολυπεπτίδιο. Ένα από τα προϊόντα που διασπώνται είναι μια 
πολυμεράση, υπεύθυνη για τη σύνθεση του (-) νοηματικού RNA μορίου. Αυτό το μόριο δρα ως 
εκμαγείο για τη σύνθεση του RNA του γονιδιώματος των απογόνων. Ως αποτέλεσμα, νέα 
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σωματίδια του ιού συναρμολογούνται, ο πυρηνικός φάκελος συσσωρεύεται και συμβαίνει η λύση 
των κυττάρων του ξενιστή [7]. 
 
Την τελευταία δεκαετία, στελέχη WNV lineage 2, που θεωρούνταν μικρής μολυσματικής 
ικανότητας, ύστερα από εγκαθίδρυσή τους σε περιοχές της κεντρικής και Νότιας Ευρώπης 
θεωρήθηκαν υπαίτια για τα κρούσματα μόλυνσης ζώων και ανθρώπων. Η επιδημία WNV σε 
ανθρώπους που συνέβη για πρώτη φορά στην Ελλάδα την περίοδο 2010-2014 ύστερα από μια 
περίοδο ηρεμίας δύο ετών έκανε την επανεμφάνισή της το 2017 καθώς και φέτος με τον αριθμό 
των κρουσμάτων να έχει ξεπεράσει τα περσινά νούμερα πριν καν τα τέλη Ιουλίου. 
 
1.2 Γεωγραφική προέλευση και οδός εξάπλωσης 
Ο ιός του Δυτικού Νείλου εντοπίστηκε για πρώτη φορά στην Ουγκάντα το 1937 (περιοχή δυτικού 
Νείλου) στο αίμα μιας γυναίκας από την περιοχή, η οποία εμφάνισε πυρετό [8]. Κρούσματα που 
χαρακτηριζόταν από ήπιο πυρετό σημειώθηκαν από το 1950 έως το 1980 στο Ισραήλ, την 
Αίγυπτο, την Ινδία, τη Γαλλία και τη Νότια Αφρική. Τα πρώτα κρούσματα που εμφάνισαν 
εκδηλώσεις του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ) που οφειλόταν στον ιό του Δυτικού 
Νείλου αναφέρθηκαν στο Ισραήλ σε άτομα μεγάλης ηλικίας το 1957. Μετέπειτα περιστατικά 
αφορούσαν και ενηλίκους αλλά και παιδιά [9]. 
 
Από τα μέσα του 1990 η συχνότητα, η ένταση και η γεωγραφική κλίμακα των κρουσμάτων του 
ιού του Δυτικού Νείλου αυξήθηκαν και κρούσματα μηνιγγίτιδας και εγκεφαλίτιδας σε 
μεγαλύτερης ηλικίας άτομα εντοπίστηκαν στο Βουκουρέστι της Ρουμανίας το 1996, το 
Βόλγκογραντ της Ρωσίας το 1999 και το Ισραήλ το 2000 [10,11,12]. Ο ιός πέρασε τον Ατλαντικό 
ωκεανό και έφτασε στο δυτικό ημισφαίριο το καλοκαίρι του 1999 όταν αρκετοί ασθενείς με 
εγκεφαλίτιδα νοσηλευτήκαν στη μητροπολιτική περιοχή της πόλης της Νέας Υόρκης των 
Ηνωμένων Πολιτείων Αμερικής. Μέσα σε 3 χρόνια ο ιός εξαπλώθηκε στο μεγαλύτερο μέρος των 
ΗΠΑ και των γειτονικών χωρών (Καναδά και Μεξικό). Μεμονωμένα περιστατικά μόλυνσης 
ζώων εντοπίστηκαν και στην Κεντρική και Νότια Αμερική από προγράμματα επιτήρησης, 
αυξάνοντας την πιθανότητα μελλοντικής έξαρσης σε ανθρώπινους πληθυσμούς στις περιοχές 
αυτές [13]. Σε μια περίοδο 81 ετών από την πρώτη εμφάνιση του ιού του Δυτικού Νείλου, ο ιός 
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έχει ήδη εξαπλωθεί σε πολλές περιοχές της υδρόγειου και θεωρείτε πλέον η νούμερο ένα αιτία 
ιικής εγκεφαλίτιδας παγκοσμίως. 
1.3  Ο ιός του Δυτικού Νείλου στην Ευρώπη και την Ρωσία 
Τα πρώτα σημάδια εμφάνισης του ιού του Δυτικού Νείλου στην Ευρώπη ήταν το 1958 στην 
Αλβανία όπου ανιχνεύτηκαν αντισώματα σε ανθρώπινο ορό [14]. Η πρώτη καταγεγραμμένη 
έξαρση του WNV, στην οποία σημειώθηκαν και νευροεκφυλιστικά επεισόδια τόσο σε άλογα όσο 
και σε ανθρώπους, συνέβη νότια της Γαλλίας το 1962-1963. Από τότε και έως το 1985 δεν 
υπάρχουν αναφορές για νευροεκφυλιστικά επεισόδια αλλά ο ιός συνεχίζει να εντοπίζεται στην 
Γαλλία όλη τη διάρκεια αυτή [15]. Εντοπισμός του ιού έγινε σε δείγματα κουνουπιών και 
μολυσμένων αλόγων από Πορτογαλία (1968-1970) και Τσεχία, μεταναστευτικών πουλιών στη 
Σλοβακία (1972) και δυτική Ουκρανία (1970), και τσιμπουριών στην Ουγγαρία (1970) και την 
Μολδαβία (1970). Στα αναφερόμενα σημεία εντοπισμού συχνά υπήρχαν και αναφορές μικρού 
αριθμού ανθρώπινων κρουσμάτων [16]. 
Ενώ ορολογικές εξετάσεις επαληθεύουν την ύπαρξη του ιού κατά μήκος της νοτιοανατολικής 
Ευρώπης και της Μεσογείου, ο WNV δεν θεωρούνταν επικίνδυνος για την δημόσια υγεία λόγω 
έλλειψης επεισοδίων με εκδηλώσεις στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ). Αυτό άλλαξε τις 3 
τελευταίες δεκαετίες λόγω μιας πληθώρας συμπτωματικών εξάρσεων του WNV σε αρκετές 
ευρωπαϊκές χώρες. 
Οι πρώτες περιπτώσεις νευροεκφυλιστικών συμπτωμάτων μόλυνσης από WNV ήρθαν από την 
Ουκρανία το 1985 ακολουθούμενες από μια περίοδο σχετικής ηρεμίας και 2 μεγάλες επιδημίες: 
Μία στη Ρουμανία το 1996 και μια στη Ρωσία το 1999. Στη Ρουμανία 835 ασθενείς 
νοσηλεύτηκαν με νευρολογικά συμπτώματα και 343 βρέθηκαν θετικοί σε WNV. Η επιδημία αυτή 
κόστισε τη ζωή σε 17 ανθρώπους [10]. Στη Ρωσία το ποσοστό θνησιμότητας ήταν ακόμη 
μεγαλύτερο με 826 ασθενείς με νευρολογικά συμπτώματα από τους οποίους οι 183 διαπιστωμένα 
θετικοί σε WNV και 40 νεκρούς από οξεία ασηπτική μηνιγγίτιδα [11].  
Στην περίοδο 2000-2009 σημαντικοί σταθμοί είναι η εμφάνιση του WNV στη Γαλλία το 2000-
2003, στην Ιταλία το 2008-2009 και στην Ουγγαρία το 2008 [9]. Στη Γαλλία το 2000, 
νευροεκφυλιστικά συμπτώματα εντοπίστηκαν σε  άλογα στην ίδια περιοχή με την επιδημία του 
1962 [17] ενώ το 2003 νευρολογικά συμπτώματα εμφανίστηκαν εκτός από άλογα και σε 
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ανθρώπους [18]. Στην Ιταλία η έξαρση του 1998, με 14 περιπτώσεις εγκεφαλοπαθειών σε άλογα 
και 4 ασυμπτωματικές μολύνσεις με WNV σε ανθρώπους, ακολουθήθηκε από άλλη μία το 2008 
[19]. Στην Ουγγαρία η απότομη εξάπλωση του ιού το 2008 προκάλεσε 12 ιπποειδικές και 22 
ανθρώπινες περιπτώσεις νευροεκφυλισμού λόγω WNV [20]. Μετά την επιδημία του 1999 στην 
Ρωσία, ακολούθησαν ετήσιες εστίες κρουσμάτων την καλοκαιρινή περίοδο κυρίως νότια. Οι 3 
πιο επηρεασμένες περιοχές ήταν το Άστραχαν, το Ροστόφ, και η Βόλγογκραντ με εξάρσεις του 
ιού το 2007, 2010 και 2012 αντίστοιχα, ενώ πλέον ο ιός έχει εξαπλωθεί και πιο βόρεια και 
ανατολικά σε αρκετές περιοχές τις Ρωσίας περιλαμβανομένων και των νότιων τμημάτων της 
Σιβηρίας [21].  
Καθώς οι εστίες εκδήλωσης γινόντουσαν όλο και πιο συχνές και σποραδικές περιπτώσεις 
μόλυνσης υπήρχαν κατά μήκος όλης της Ευρώπης, ειδικά προγράμματα επιτήρησης 
εδραιώθηκαν σε πολλές ευρωπαϊκές χώρες. Μέσω ενός τέτοιου προγράμματος έγινε η 
ταυτοποίηση των περιπτώσεων μόλυνσης από WNV κατά την μεγαλύτερη έξαρση που έχει 
γνωρίσει η Ιταλία (το 2012), όπου παρατηρήθηκε ταυτόχρονη κυκλοφορία των lineage 1 και 2 
του WNV [22]. Από το 2010-2013 κρούσματα WNV έχουν αναφερθεί σε Ελλάδα, Αυστρία, 
Βοσνία Ερζεγοβίνη, Κροατία, Ουγγαρία, Ιταλία, Κόσοβο, Βόρεια Μακεδονία, Μαυροβούνιο, 
Ρωσία, Σερβία, Ισπανία και Ουκρανία [23-28]. Η Ελλάδα (αλλά και η Ρωσία) σημείωσε υψηλή 
δραστηριότητα WNV κάθε χρόνο από το 2010-2013 [21]. Η κυκλοφορία του ιού σε χώρες όπως 
η Τσεχία , η Πορτογαλία και σε άλλες χώρες που δεν είχε εντοπιστεί στο παρελθόν, υποδηλώνει 
μια συνεχή χαμηλών-επιπέδων κυκλοφορία του WNV στην Ευρώπη [29]. Στις χώρες που έχουν 
τοποθετηθεί συστήματα επιτήρησης και δεν έχουν ακόμη εμφανιστεί κρούσματα του ιού 
περιλαμβάνονται το Ηνωμένο Βασίλειο, η Γερμανία και η Ελβετία. Στη Γερμανία και το 
Ηνωμένο Βασίλειο έχει εντοπιστεί ο ιός μόνο σε μικρό ποσοστό άγριων πτηνών [9]. 
 
1.4 Ο ιός του Δυτικού Νείλου στην Ελλάδα 
1950-2010 
Σε πολλές χώρες τις Μεσογείου κρούσματα ιππικών και ανθρώπινων μολύνσεων από WNV  
είχαν ήδη αναφερθεί το 1950, αλλά η Ελλάδα δεν ήταν μια από αυτές. Μελέτες αναλύσεων ορού 
αίματος από τη δεκαετία του 1970 και 1980 δείχνουν παρουσία αντισωμάτων κατά του ιού στον 
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χώρο της Μεσογείου τόσο σε ζώα όσο και σε ανθρώπους, με μία από αυτές να δείχνει 1.15% 
ποσοστό παρουσίας (13 θετικά από τα 1128 δείγματα ορού) αντισωμάτων έναντι αρμποϊών ειδικά 
στις περιοχές της Αθήνας, Πελοποννήσου, Ηπείρου και των νησιών του Αιγαίου [30]. Παρόμοια 
ήταν και τα αποτελέσματα άλλης μελέτης το 1990 όπου βρέθηκε ότι το 1% του πληθυσμού της 
Ημαθίας και Λακωνίας φέρει αντισώματα IgG κατά του WNV (ή παρόμοιου αντιγονικά 
φλαβοϊού) [31]. Στη δεκαετία 2000-2009 όσες εγκεφαλοπάθειες ελέγχθηκαν εργαστηριακά στο 
Εθνικό Κέντρο Αναφοράς Αρμποϊών και Αιμορραγικών Πυρετών βρέθηκαν αρνητικές για WNV 
[32].  
Μια εικόνα της κυκλοφορίας του ιού πριν το 2010 στη χώρα μας, δίνουν οι εξής μελέτες. 
 Πρώτη μελέτη: εξετάστηκαν 626 αποθηκευμένα ανθρώπινα δείγματα της περιόδου 2003-
2004, με επίπεδα οροθετικότητας στο 0,62%. Μέθοδοι: Plaque Reduction 
Neutralization(PRN) και Ανοσοφθορισμός (IFA) [32]. 
 Δεύτερη μελέτη: μια μελέτη δειγμάτων που συλλέχτηκαν από 115 ασθενείς με ασεπτική 
εγκεφαλίτιδα από 7 ελληνικά νοσοκομεία το 2006-2007 επιτελέστηκε από την Εθνική Σχολή 
Δημόσιας Υγείας και το Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων και δεν βρήκε κανένα θετικό δείγμα για 
WNV. Μέθοδος: Τεστ Νουκλεϊκού Οξέος [33]. 
 Τρίτη μελέτη: το Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης την άνοιξη του 2007 
χρησιμοποίησε 392 δείγματα από την περιοχή της Ημαθίας και βρήκε 6 θετικά δείγματα για 
αρμποϊούς εκ των οποίων 4 με IgG κατά του WNV. Μέθοδοι: ELISA και IFA [34]. 
Να σημειωθεί ότι η Ημαθία και συγκεκριμένα η Αλεξάνδρεια ήταν στο επίκεντρο της επιδημίας 
του 2010 που ακολούθησε. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι σύμφωνα με τα αποτελέσματα οροεπιδημιολογικής μελέτης που είχε 
διεξαχθεί το 2010, σε κάθε ένα κρούσμα λοίμωξης από τον ιό του Δυτικού Νείλου με προσβολή 
του ΚΝΣ αντιστοιχούν περίπου 140 μολυνθέντες από τον ιό (με ήπια συμπτωματολογία ή 
ασυμπτωματικοί) [ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ.].  
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2010 
Το 2010 ήταν η χρονιά που πρωτοεμφανίστηκαν ανθρώπινα κρούσματα WNV στην Ελλάδα. 
Μέχρι το Νοέμβριο του 2010, 262 περιπτώσεις είχαν αναφερθεί, 197 από τις οποίες με 
εκδηλώσεις του ΚΝΣ (εγκεφαλίτιδα, μηνιγγίτιδα ,οξεία εκδήλωση χαλαρής παράλυσης) (75%) 
και  οι υπόλοιπες με ήπια μη νευρολογικά συμπτώματα. Ο μεγαλύτερος αριθμός κρουσμάτων με 
εκδηλώσεις του ΚΝΣ αφορούσε την Κεντρική Μακεδονία (περιοχές Ημαθίας, Κιλκίς, 
Θεσσαλονίκης , Σερρών). Η μέση ηλικία των ασθενών ήταν τα 72. Το ποσοστό θνησιμότητας 
έφτασε το 17,7% με 35 θανάτους ηλικιωμένων ανθρώπων με υποκείμενα προβλήματα υγείας. 
Στελέχη του ιού που απομονώθηκαν από 3 διαφορετικούς πληθυσμούς κουνουπιών Culex, από 
2 αιμοδότες και από άγρια πουλιά αποδείχθηκε ότι ανήκουν στο Lineage 2 και η αλληλουχία 
κατατέθηκε με το όνομα Nea Santa-Greece-2010. 
Εικόνα 1: Χάρτης ανθρώπινων κρουσμάτων WNV,με κόκκινο χρώμα αναπαριστούντε τα κλινικά 
διαγνωσμένα κρούσματα 2011[2]. 
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2011 
To καλοκαίρι του 2011 μόλις ένα μήνα μετά τον εντοπισμού του ιού σε δείγματα κοτόπουλων 
(αρχές Μάϊου) εμφανίστηκε το πρώτο ανθρώπινο κρούσμα και σήμανε την έναρξη εξάπλωσης 
του ιού στη χώρα. Ενώ η επιδημία του 2010 είχε ως επίκεντρο την κεντρική Μακεδονία η 
επιδημία του 2011 έπληξε περιοχές της Θεσσαλίας (Καρδίτσα και Τρίκαλα) καθώς και την  
Ανατολική Αττική και τη Βοιωτία. Σύμφωνα με τις ανακοινώσεις του Κέντρου Ελέγχου και                       
Πρόληψης Νοσημάτων (ΚΕΕΛΠΝΟ) ο συνολικός αριθμός των εργαστηριακά ελεγμένων 
περιπτώσεων με εκδηλώσεις του ΚΝΣ στη διάρκεια του καλοκαιριού ήταν 43 με μέσο όρο 
ηλικίας τα 70 έτη. Καταγράφηκαν 9 θάνατοι σε ασθενείς άνω των 65 ετών [36,37].    
Εικόνα 2: Κρούσματα ανθρώπων,ιπποειδών και ορνίθων οροθετικά σε WNV, 2011[2]. 
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2012 
Στη διάρκεια της περιόδου έξαρσης για το 2012, 161 επιβεβαιωμένοι ασθενείς από τους οποίους 
οι 109 εμφάνισαν εκδηλώσεις του ΚΝΣ  και οι υπόλοιποι χαμηλό πυρετό. Το ποσοστό 
θνησιμότητας αυτή την χρονιά ήταν στο 11,2%(18) με μέση ηλικία ασθενών τα 70 έτη. Τα 
επίκεντρα της επιδημίας αυτή τη φορά ήταν κυρίως τα Νότια προάστια της Αττικής (26% των 
ασθενών με εκδηλώσεις του ΚΝΣ) στη διάρκεια του Ιουλίου και 6 εβδομάδες αργότερα μια 
βαλτώδης περιοχή στην Ανατολική Μακεδονίας και Θράκη (42% των ασθενών με εκδηλώσεις 
του ΚΝΣ) στη διάρκεια Αυγούστου-Σεπτεμβρίου. Οι υπόλοιπες περιπτώσεις αφορούσαν την 
Κεντρική Μακεδονία και την Δυτική Ελλάδα. Η Ξάνθη, η Δράμα, η Αχαΐα, η Άρτα καθώς και τα     
νησιά της Σάμου, της Λευκάδας και της Κέρκυρας ανήκουν στις περιοχές που για πρώτη φορά 
εμφάνισαν κρούσματα μόλυνσης από WNV [38].        
 
Εικόνα 3:Χάρτης  ανθρώπινων κρουσμάτων ιού του Δυτικού Νείλου για τη χρονιά 2012. (Αττική n=30) [2] 
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2013 
Το 2013 διαγνώσθηκαν και δηλώθηκαν συνολικά ογδόντα έξι (86) κρούσματα λοίμωξης από τον 
ιό του Δυτικού Νείλου, εκ των οποίων τα 51 παρουσίασαν νευρολογικά συμπτώματα και τα 35 
είχαν ήπιες εκδηλώσεις (εμπύρετο νόσημα). Έχουν καταγραφεί συνολικά έντεκα (11) θάνατοι 
ασθενών, οι δέκα εκ των οποίων με εκδηλώσεις του ΚΝΣ (12,7% ποσοστό θνησιμότητας). Τα 
επίκεντρα της επιδημίας αυτή τη χρονιά βάση του ποσοστού των κρουσμάτων με εκδηλώσεις 
από το ΚΝΣ αποτέλεσα ν τα αστικά βόρεια προάστια της Αθήνας, περιοχές της Ανατολικής 
Αττικής, αγροτικές περιοχές της Περιφέρειας Ανατολικής Μακεδονίας και Θράκης καθώς και 
περιοχές της Περιφέρειας Κεντρικής Μακεδονίας με 25% (13). Νέα περιοχή κυκλοφορίας 
αποτέλεσε η Ηλεία [38].  
Εικόνα 4: Χάρτης  ανθρώπινων κρουσμάτων ιού του Δυτικού Νείλου για τη χρονιά 2013 [2] 
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2014 
Το 2014 διαγνώσθηκαν και δηλώθηκαν συνολικά δεκαπέντε (15) εγχώρια κρούσματα λοίμωξης 
από τον ιό του Δυτικού Νείλου, εκ των οποίων τα 14 παρουσίαζαν εκδηλώσεις από το ΚΝΣ και 
το ένα είχε ήπιες εκδηλώσεις (εμπύρετο νόσημα). Έχουν καταγραφεί έξι (6) θάνατοι ασθενών 
(ηλικία >75 ετών) με λοίμωξη από τον ιό και εκδηλώσεις από το ΚΝΣ. Όπως φαίνεται από τα 
ανωτέρω δεδομένα, κατά τη διάρκεια της περιόδου μετάδοσης του ιού του Δυτικού Νείλου το 
2014 καταγράφθηκαν πολύ λίγα ανθρώπινα κρούσματα της λοίμωξης από τον ιό σε σύγκριση 
με τα προηγούμενα έτη (2010-2013). Συγκεκριμένα, ανθρώπινα κρούσματα καταγράφθηκαν το 
2014 στην Περιφερειακή Ενότητα (Π.Ε.) Ροδόπης (n=8), νέα περιοχή κυκλοφορίας του ιού, 
καθώς και σε περιοχές με γνωστή κυκλοφορία του ιού από προηγούμενα έτη, όπως την Π.Ε. 
Ξάνθης (n=3), την Π.Ε. Ανατολική Αττική(n=2) και την Π.Ε. Ηλείας (n=2)  
Εικόνα 5: Χάρτης  ανθρώπινων κρουσμάτων ιού του Δυτικού Νείλου για τη χρονιά 2014 [2] 
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Η διάμεση ηλικία των ασθενών με εκδηλώσεις από το ΚΝΣ ήταν 80 ετών (44-87 ετών). Σύμφωνα 
με πληροφορίες από το Εθνικό Κέντρο Αναφοράς Αρμποϊών και Αιμορραγικών Πυρετών 
(ΑΠΘ), κατά την περίοδο μετάδοσης 2014 κυκλοφόρησε στην Ελλάδα ιός Δυτικού Νείλου 
lineage 2. Ο ιός ανιχνεύτηκε σε ασθενείς και ήταν γενετικά όμοιος με τον ιό Nea Santa-Greece-
2010, των προηγούμενων περιόδων μετάδοσης 2010-2013 [38]. 
2015-2016 
Αν και τα έτη 2015-2016 δεν καταγράφηκαν κρούσματα της λοίμωξης σε ανθρώπους στην 
Ελλάδα, δεδομένης της σύνθετης επιδημιολογίας και της απρόβλεπτης κυκλοφορίας του ιού, 
θεωρούνταν πιθανή και αναμενόμενη η επανεμφάνιση περιστατικών λοίμωξης στη χώρα.  
2017 
Το 2017 στην Ελλάδα καταγράφηκαν εκ νέου κρούσματα λοίμωξης από ιό Δυτικού Νείλου σε 
ανθρώπους, τόσο σε περιοχές όπου είχαν και στο παρελθόν καταγραφεί ανθρώπινα κρούσματα 
(Περιφερειακές Ενότητες Αχαΐας και Ηλείας), όσο και σε νέες περιοχές, όπου για πρώτη φορά 
το 2017 καταγράφηκαν ανθρώπινα κρούσματα της λοίμωξης (Περιφερειακές Ενότητες 
Αργολίδας, Αρκαδίας, Κορινθίας και Ρεθύμνου). Διαγνώσθηκαν συνολικά σαράντα οκτώ (48) 
κρούσματα λοίμωξης από τον ιό του Δυτικού Νείλου, εκ των οποίων τα 28 παρουσίασαν 
εκδηλώσεις από το ΚΝΣ (εγκεφαλίτιδα ή/και μηνιγγίτιδα ή/και οξεία χαλαρή παράλυση) και τα 
20 είχαν ήπιες εκδηλώσεις (εμπύρετο νόσημα). Καταγράφηκαν πέντε(5) θάνατοι ασθενών με 
λοίμωξη από τον ιό και εκδηλώσεις από το ΚΝΣ (ηλικίας >70 ετών). Η εμφάνιση περιστατικών 
λοίμωξης από τον ιό κατά τα έτη 2010-2014 και εκ νέου το 2017 (και μάλιστα και σε νέες 
περιοχές) υποδηλώνει ότι ο ιός του Δυτικού Νείλου έχει εγκατασταθεί στη χώρα μας, και 
αναμένεται η κυκλοφορία του και η εμφάνιση κρουσμάτων και στις ερχόμενες περιόδους 
μετάδοσης, τόσο σε γνωστές όσο και σε νέες περιοχές [38]. Ενδιαφέρον έχει ο ταυτόχρονος 
εντοπισμός του ιού στην Κύπρο την ίδια περίοδο. Πλήρη αλληλούχιση του απομονωθέν 
στελέχους το κατέταξε στο Lineage 1, κλάδο 1α  με μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητας με δείγμα 
καμήλας από τα Ενωμένα Αραβικά Εμιράτα (2015) [107].  
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Εικόνα 6: Χάρτης με αποτύπωση του εκτιμώμενου τόπου έκθεσης των δηλωθέντων κρουσμάτων λοίμωξης από τον ιό 
του Δυτικού  Νείλου, με και χωρίς εκδηλώσεις από το Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ), Ελλάδα, 2017 (n=48)*. [2] 
Πίνακας 1: Συλλογικός πίνακας κρουσμάτων Ελλάδας για τα έτη 2010-2017, το παρόν έτος 2018 δεν περιλαμβάνεται 
καθώς η περίοδος έξαρσης δεν έχει τελειώσει την στιγμή που γράφεται η παρούσα εργασία [2]. 
 
Κρούσματα λοίμωξης 
από τον ιό του ΔΝ 
   
Έτος 
   
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016  2017 
Με προσβολή του 
ΚΝΣ* 
   
197 75 109 51 14 0 0  28 
Χωρίς προσβολή του 
ΚΝΣ 
   
65 25 52 35 1 0 0  20 
Θάνατοι κρουσμάτων 
   
35 9 18 11 6 0 0  5 
Σύνολο κρουσμάτων 
   
262 100 161 86 15 0 0  48 
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2018 
Από την αρχή της περιόδου 2018 μέχρι τις 27/09/2018, έχουν διαγνωστεί και διερευνηθεί 
διακόσια εβδομήντα ένα (271) εγχώρια κρούσματα λοίμωξης από τον ιό του Δυτικού Νείλου, εκ 
των οποίων τα διακόσια έξι (206) παρουσίασαν εκδηλώσεις από το Κεντρικό Νευρικό Σύστημα 
και εξήντα πέντε (65) είχαν ήπιες  εκδηλώσεις (εμπύρετο νόσημα)/ δεν είχαν εκδηλώσεις από το 
ΚΝΣ. Έχουν καταγραφεί τριάντα ένα (31) θάνατοι ασθενών με λοίμωξη από τον ιό (ηλικίας >69 
ετών). Κατά τη φετινή περίοδο 2018, έχει καταγραφεί πρώιμη έναρξη της κυκλοφορίας του ιού, 
σε ευρωπαϊκό επίπεδο και στη χώρα μας, με την εμφάνιση ανθρώπινων περιστατικών από τα 
τέλη Μαΐου - αρχές Ιουνίου. ¨Εχουν καταγραφεί κρούσματα σε ανθρώπους, σε αρκετούς 
οικισμούς, στις Π.Ε. Αττικής, Βοιωτίας, Χαλκιδικής, Θεσσαλονίκης, Αθηνών, Εύβοιας, Ημαθίας, 
Πειραιώς & Νήσων, Πέλλας, Έβρου, Κορίνθιας, Κιλκίς, Σερρών, Ροδόπης.  
Εικόνα 7: Αυτοσχέδιος χάρτης κρουσμάτων 2018 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:20:21 EET - 137.108.70.13
16 
1.5 Κύκλος μετάδοσης και Ξενιστές 
Ο ιός του Δυτικού Νείλου διατηρείται σε έναν ενζωοτικό κύκλο μετάδοσης μεταξύ πτηνών και 
κουνουπιών. Μπορεί να μολύνει τον άνθρωπο καθώς και άλλα σπονδυλωτά και να προκαλέσει 
σοβαρή ασθένεια έως θάνατο. Τα πτηνά θεωρούνται ο πιο σημαντικός ξενιστής για τον WNV 
καθώς τα επίπεδα ιϊκού φορτίου στο αίμα τους είναι αρκετά για να επαναμολύνουν κουνούπια. 
Εκτός από πτηνά , τουλάχιστον άλλα 30 είδη σπονδυλωτών, που συμπεριλαμβάνουν ερπετά, 
αμφίβια και θηλαστικά, είναι δυνατόν να μολυνθούν από WNV. Παρόλα αυτά μόνο μερικοί από 
τους ξενιστές που δεν είναι πτηνά μπορούν να αναπτύξουν υψηλά επίπεδα ιικού φορτίου στο 
αίμα για ικανή μετάδοση σε κουνούπια. Σε αυτά περιλαμβάνονται οι καφέ λεμούριοι (Lemur 
fulvus) , oι βάτραχοι των λιμνών (Rana rinibunda), τα χάμστερ , είδη σκίουρων (Sciurus niger 
,Sciurus carolinensis και Tamias striatus) και λαγοί (Sylvilagus floridanus). Οι άνθρωποι και τα 
άλογα θεωρούνται περιστασιακοί ξενιστές που δεν συμμετέχουν στον κύκλο ζωής του ιού καθώς 
δεν αναπτύσσουν ικανοποιητικά επίπεδα ιαιμίας [9].  
 
Εικόνα 8:Κύκλος μετάδοσης του WNV. Ο πολλαπλασιασμός του ιού γίνεται εντός του ενζωοτικού κύκλου που 
περιλαμβάνει κυρίως τα πτηνά και τα κουνούπια. Κάθετη μετάδοση του ιού μεταξύ των κουνουπιών παρέχει την 
ικανότητα διαχείμασης. Ο άνθρωπος και τα ιπποειδή αποτελούν περιστασιακούς ξενιστές του ιού. 
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Η μετάδοση του ιού μεταξύ ξενιστών γίνεται κατά κύριο λόγο από τα κουνούπια αλλά είναι 
δυνατόν να γίνει και με κατανάλωση κουνουπιών ή αν τα ευπαθή είδη πουλιών έρθουν σε επαφή 
με κόπρανα ή στοματικά υγρά άλλων πουλιών με υψηλή ιαιμία WNV [39]. Στον άνθρωπο είναι 
δυνατόν να γίνει μετάδοση του ιού μέσω μεταγγίσεων αίματος, μεταμόσχευση οργάνου, δια 
πλακούντια κατά την γέννα και μέσω του μητρικού γάλατος. Στις Ηνωμένες πολιτείες παρά τις 
προσπάθειες ελέγχου με τεστ νουκλεϊκού οξέος από το 2003, 13 περιστατικά μόλυνσης μέσω 
μεταγγίσεων αίματος έχουν συμβεί [9]. 
 
1.6 Ο ρόλος των κουνουπιών και η Διαχείμαση του ιού 
H επιβίωση του ιού του δυτικού Νείλου στη φύση επιτυγχάνεται κυρίως μέσω του ενζωοτικού 
κύκλου μετάδοσης μεταξύ ορνιθόφιλων ειδών κουνουπιού του γένους Culex και πτηνών [40]. 
Αυτά τα είδη κουνουπιών χαρακτηρίζονται συχνά ως φορείς ενίσχυσης και θεωρούνται το κύριο 
γένος ικανό για μετάδοση του ιού. Έτσι, είδη κουνουπιών όπως τα, Cx. stigmatosoma, 
nigripalpus, pipiens, quincefasciatus, restuans και tarsalis, παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στη 
διατήρηση και στον πολλαπλασιασμό του ιού. Είδη που εμφανίζουν μικτές διατροφικές 
συνήθειες και μεταφέρουν τον ιό από τον κύκλο ενίσχυσης σε δευτερεύοντες φορείς, όπως ο 
άνθρωπος, τα ιπποειδή και άλλα σπονδυλωτά χαρακτηρίζονται ως φορείς-γέφυρες [35]. 
κουνούπια των ειδών Oclerotatus canadensis και O. cantator και Aedes vexans λειτουργούν 
πιθανότατα ως φορείς γέφυρες του ιού [41]. Οι δευτερεύοντες φορείς είναι όπως έχει αναφερθεί 
και προηγουμένως περιστασιακοί φορείς και φορείς ‘’αδιέξοδο’’ καθώς τα επίπεδα ιαιμίας που 
αναπτύσσουν δεν επιτρέπουν περαιτέρω μετάδοση του ιού σε κουνούπια που θα τραφούν με 
αυτό. 
Όταν ένα θηλυκό κουνούπι τραφεί με μολυσμένο με τον ιό αίμα, υπάρχει πιθανότητα να μολυνθεί 
και το ίδιο για το υπόλοιπο της ζωής του και να μεταδώσει τον ιό στα διάφορα σπονδυλωτά που 
θα τραφεί στη συνέχεια. Αρκετοί κύκλοι εναπόθεσης αυγών μπορούν να συμβούν στη διάρκεια 
ζωής ενός θηλυκού κουνουπιού, με κάποια είδη να χρειάζονται παραπάνω από ένα γεύμα αίματος 
ανά κύκλο. Το γεγονός αυτό αυξάνει τη μετάδοση του ιού καθώς αυξάνεται η συχνότητα επαφής 
των μολυσμένων κουνουπιών με τα ζώα φορείς ταυτόχρονα με μια αύξηση του εκτιμώμενου 
χρόνου ζωής και της γονιμότητας των θηλυκών κουνουπιών μετά από γεύματα [35]. 
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Για να γίνει ένα κουνούπι που μόλις κατανάλωσε μολυσμένο αίμα κατάλληλος φορέας πρέπει να 
περάσουν 10-14 μέρες. Στην περίοδο αυτή ο ιός πολλαπλασιάζεται στα εντερικά του κύτταρα και 
αρχίζει να μολύνει και άλλες ομάδες κυττάρων μέχρι που τελικά φτάνει στους σιελογόνους 
αδένες από όπου και μπορεί να μεταδοθεί με το τσίμπημα. 
Απομόνωση του ιικού RNA από ένα κουνούπι δεν καθιστά αυτόματα το είδος αυτό ικανό φορέα 
του ιού, δηλαδή φορέα που είναι σε θέση να μολυνθεί και να μεταδώσει το παθογόνο. Ένα είδος 
κουνουπιού μπορεί να καταταγεί στους σημαντικούς φορείς του WNV όταν τηρούνται τα 
ακόλουθα κριτήρια:  
(1) Επιτυχής μόλυνση του κουνουπιού με τον ιό και ακόλουθη μετάδοση του ιού από το 
συγκεκριμένο είδος σε ευπαθή ζώο, σε ελεγχόμενο εργαστηριακό περιβάλλον. 
(2) Μεγάλοι πληθυσμοί στη φύση και συχνή απομόνωση του ιού από δείγματα-συλλογής [42]. 
 
Στην Ελλάδα μέχρι σήμερα έχουν καταγραφεί περίπου 60 είδη κουνουπιών τα οποία ανήκουν σε 
οκτώ διαφορετικά γένη. Στην περιοχή της Κεντρικής Μακεδονίας, όπου εξελίχθηκε η επιδημία 
από τον WNV το καλοκαίρι του 2010, βρίσκονται διάφορα είδη κουνουπιών Culex spp., με 
κυριότερα το Cχ.pipiens και το Cχ.modestus (με πολυπληθέστερο το πρώτο), καθώς και τα Aedes 
caspius, Anopheles hyrcanus, Coquillettidia richiardii κ.α. Σε μια έρευνα που πραγματοποιήθηκε 
από την Εθνική Σχολή Δημόσιας Υγείας, η κατανομή των κρουσμάτων σε σχέση με την 
οικολογία των κουνουπιών, τα αποτελέσματα των συλλήψεων τους σε ειδικές παγίδες αλλά και 
η διαδικασία του ‘human landing collection’ ενοχοποίησαν το Cχ. pipiens ως τον κύριο 
διαβιβαστή του ιού στην περιοχή. Παράλληλα, το στέλεχος του WNV που ενοχοποιήθηκε για 
την επιδημία του 2010 και άνηκε στο lineage 2 του ιού, απομονώθηκε από κουνούπια του είδους 
Culex pipiens [43]. 
Τα περισσότερα κουνούπια του είδους Culex spp. ανταποκρίνονται στα ερεθίσματα που 
λαμβάνουν, κατά τη διάρκεια του προνυμφικού και νυμφικού τους σταδίου, από τη διακύμανση 
της φωτοπεριόδου και εισέρχονται στην κατάσταση της διάπαυσης λίγο μετά την ενηλικίωσή 
τους. Η ανάπτυξη των αυγών των θηλυκών κουνουπιών παύει και σε περίπτωση που έχει ληφθεί 
ένα γεύμα αίματος πριν τη διάπαυση, τότε αυτό χρησιμοποιείται για την αποθήκευση λίπους και 
όχι για τα αυγά τους [44]. Έτσι, τα θηλυκά κουνούπια τα οποία έλαβαν ένα γεύμα αίματος από 
μολυσμένο ξενιστή, πριν τη διάπαυση ή μολύνθηκαν κάθετα, μπορούν να λειτουργήσουν ως 
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φορείς διαχείμασης του WNV κατά τη διάρκεια της διάπαυσής τους, εάν επιζήσουν. Τα 
αποτελέσματα μιας έρευνας που πραγματοποιήθηκε σε διαχειμάζοντα κουνούπια που 
συλλέχθηκαν από διάφορες περιοχές της Νέας Υόρκης τον Ιανουάριο-Φεβρούριο του 2000, 
έδειξαν ότι υπήρχε η πιθανότητα επιβίωσης του ιού μέχρι την επόμενη Άνοιξη [45] , κάτι το 
οποίο επιβεβαιώθηκε το καλοκαίρι του ιδίου έτους καθώς ο ιός μεταδόθηκε σε μια μεγάλη 
περιοχή βορειοανατολικά των ΗΠΑ [46]. Ο Reisen και οι συνεργάτες του διερεύνησαν τρείς 
πιθανούς μηχανισμούς με τους οποίους θα μπορούσε ο ιός να επιβιώνει καθ’ όλη τη διάρκεια του 
έτους, σε εύκρατα κλίματα: (1) συνεχής ενζωοτική μετάδοση του ιού καθ’ όλη τη διάρκεια του 
έτους, (2) κάθετη μετάδοση του ιού σε κουνούπια του είδους Culex spp. και (3) χρόνια μόλυνση 
πτηνών. Μετά από σχετική έρευνα και αντίστοιχα πειραματικά δεδομένα, κατέληξαν στο 
συμπέρασμα ότι και οι τρείς μηχανισμοί θα μπορούσαν να συνεισφέρουν στη διατήρηση του ιού 
κατά τη διάρκεια του έτους [47]. 
 
1.7 Ο Ρόλος Των Πτηνών 
1.7.1 Ο ρόλος των πτηνών στον κύκλο μετάδοσης του ιού. 
Η μετάδοση του ιού σε ένα μη ενδημικό οικοσύστημα βασίζεται στην εγκαθίδρυση του ιού στους 
πληθυσμούς ενδημικών ειδών πτηνών. Αυτό επιτυγχάνεται ύστερα από είσοδο του ιού μέσω του 
κύκλου ‘άγριας ζωής’ του οικοσυστήματος που περιλαμβάνει μεταναστευτικά άγρια πτηνά . 
Ακολουθεί η εξάπλωση σε έναν περιαστικό και αστικό κύκλο που περιλαμβάνει επιπρόσθετα 
ενδημικά είδη πτηνών. Διαφοροποιήσεις στο μέγεθος και τη σύνθεση του πληθυσμού των πτηνών 
είτε είναι περιοδικές (π.χ. μεταναστευτική περίοδος) ή μη-φυσιολογικές, επηρεάζουν την 
δυναμική μετάδοσης του ιού του Δυτικού Νείλου. Όταν έχουμε αύξηση ειδών παρατηρείται μια 
μειωμένη παρουσία του ιού ενώ καθώς η αφθονία μειώνεται η παρουσία γίνεται πιο έντονη. Η 
επιδημιολογία και η δυναμική της μετάδοσης του ιού είναι αρκετά πολύπλοκη και πολλές μελέτες 
θεωρούν την υψηλή διαφοροποίηση στα επίπεδα ιαιμίας ανάμεσα στα είδη την κύρια αιτία [48]. 
Με εκτιμώμενο κατώτερο όριο την τιμή 105 μονάδες σχηματισμού πλακών /mL αίματος, όσα 
είδη πτηνών φτάνουν υψηλότερα επίπεδα μπορούν να μεταδώσουν τον ιό σε κουνούπια όταν 
τσιμπηθούν. Αρκετά είναι τα είδη πτηνών που φτάνουν την κατάλληλη τιμή ιαιμίας για μερικές 
μέρες (συνήθως μία με τέσσερις μέρες).  
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Συγκεκριμένα τα πτηνά αυτά ανήκουν στις τάξεις των :  
 Passeriformes ( κορακοειδή, παπαγάλοι, σπίνοι ,κ.α.) ,  
 Charadriiformes ( μπεκάτσες, γλάροι, κ.α),  
 Strigiformes (κουκουβάγιες, ευρασιατικός μπούφος, κ.α.) και  
 Falconiformes( διάφορα είδη γερακιών) . 
Οι τάξεις : Piciformes (δρυοκολάπτες), Columbiformes (περιστέρια, δεκαοχτούρες, κ.α.) και 
Anseriformes (πάπιες, χήνες, κ.α.) αναπτύσσουν χαμηλότερα επίπεδα ιαιμίας και καθώς συνήθως 
δεν είναι ικανοποιητικά για την μετάδοση του ιού δεν λαμβάνονται υπόψιν στον επιζωοτικό 
κύκλο του ιού [35]. 
Η απευθείας άμεση μετάδοση του ιού μεταξύ μολυσμένων και υγειών πτηνών μέσω των 
κοπράνων ή του στόματος (χωρίς ενδιάμεσους φορείς μετάδοσης-κουνούπια) θεωρείται ο κύριος 
τρόπος μετάδοσης του ιού μεταξύ πτηνών [49]. Επίσης δυνατή είναι και η μετάδοση μέσω της 
πεπτικής οδού αλλά και της μεταξύ των πτηνών επαφής, κατά το φώλιασμα. Μόλυνση 
παρατηρήθηκε επίσης σε κοράκια που δόθηκε για τροφή ιστός μολυσμένου παπαγάλου. Όλοι 
αυτοί οι τρόποι μετάδοσης μεταξύ πτηνών είναι και η εξήγηση για το πώς ο ιός μπορεί να 
μεταδίδεται σε τόσο μεγάλες εκτάσεις μέσα σε μερικά χρόνια ,κάτι που η δυναμική μετάδοσης 
που παρέχουν τα κουνούπια δεν μπορεί να εξηγήσει. Είναι αρκετά δύσκολο να αποδοθούν 
περιπτώσεις όπου ο ιός διανύει 70 χιλιόμετρα το μήνα, για μια περίοδο 6-8 μηνών το χρόνο, μόνο 
στους πληθυσμούς κουνουπιών [50]. 
O μηχανισμός άμεσης μετάδοσης του ιού μεταξύ των ενδημικών πουλιών αποτελεί ένα 
συμπληρωματικό μηχανισμό. Ένα καλό παράδειγμα είναι είδη πτηνών όπως τα κορακοειδή τα 
οποία τρέφονται με κουφάρια ζώων συμπεριλαμβανομένων και νεκρών πουλιών του ίδιου ή 
συγγενικού είδους. Είναι αρκετά κοινωνικά ζώα που σχηματίζουν αποικίες με μέσο εύρος 
διασποράς τα 20 χλμ. από τη φωλιά σε αλληλεπικαλυπτόμενες περιοχές όπου 
δραστηριοποιούνται και πτηνά από άλλες φωλιές. Τα νεαρά κορακοειδή μένουν με τους γονείς 
τους και βοηθάνε το μεγάλωμα των νεοσσών. Όταν ένα ενήλικο μέλος πεθάνει είναι επομένως 
πιθανή η μετάδοση, λόγω κατανάλωσής του, και στα υπόλοιπα. Επιπλέον τρόποι μετάδοσης 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:20:21 EET - 137.108.70.13
21 
αποτελούν η κατανάλωση κουφαριών μολυσμένων θηλαστικών και φυσικά η στοματική  
μετάδοση κατά το τάισμα των νεοσσών [35].  
Έχει παρατηρηθεί ότι τα κρούσματα του ιού του Δυτικού Νείλου συμβαίνουν συνήθως την 
περίοδο Ιουλίου έως Σεπτεμβρίου σε περιοχές κοντά σε πόλεις που συνδυάζουν το υδάτινο 
στοιχείο με σημεία-στάσεις των μεταναστευτικών πτηνών. Μεταναστευτικά σμήνη πτηνών που 
επιστρέφουν την Άνοιξη (Απρίλιος και Μάιος)  από περιοχές της Αφρικής στην Ευρώπη είναι 
δυνατόν να φέρουν και ενδημικά για την Αφρική στελέχη του ιού. Στις περιοχές αυτές της 
Ευρώπης που τα πτηνά αναπαύονται και ζευγαρώνουν λαμβάνει χώρα ένας κύκλος ιϊκού 
πολλαπλασιασμού ανάμεσα σε πτηνά και κουνούπια. Δημιουργούνται έτσι οι κατάλληλες 
συνθήκες για μόλυνση μέσω των κουνουπιών και των ανθρώπινων πληθυσμών της περιοχής, 
ιδίως κατά τους καλοκαιρινούς μήνες. Η μόλυνση των ενδημικών ειδών πτηνών είναι απαραίτητη 
όπως προαναφέρθηκε για την εξάπλωση του ιού και στις γειτονικές περιοχές. Αν αυτό δεν 
συνέβαινε τότε το μοτίβο εξάπλωσης του ιού θα συνέπιπτε ακριβώς με την πορεία των στάσεων 
των μεταναστευτικών πτηνών (περιορισμένης έκτασης κρούσματα ανά 300-400 χλμ.). 
Όλα τα χαρακτηριστικά που αναφέρθηκαν γίνονται εμφανή και στις επιδημίες που έλαβαν χώρα 
στην Ελλάδα. Το πρώτο κρούσμα συνέβη στην Κεντρική Μακεδονία, μια περιοχή με πολλά 
υδάτινα σώματα, στάσεις μεταναστευτικών πουλιών, έντονη παρουσία κουνουπιών του γένους 
Culex και του ανθρώπινου στοιχείου καθώς και μεγάλη βιοποικιλότητα ενδημικών πουλιών. Η 
έκθεση των ενδημικών πτηνών στον ιό έγινε και εργαστηριακά επιβεβαιωμένη [51]. Η γενετική 
ομοιότητα του ιού όμως με στελέχη της Ουγγαρίας και Αυστρίας φανερώνει ότι η εξάπλωση του 
ιού έγινε από τον Βορρά προς τον Νότο κατά την φθινοπωρινή μετανάστευση των πτηνών από 
την Βόρεια Ευρώπη για ξεχειμώνιασμα στις περιοχές της Αφρικής, με ενδιάμεση στάση την 
Ελλάδα [52]. Εντοπισμός αντισωμάτων για τον WNV σε νεαρές δεκαοχτούρες γεννημένες στην 
Βόρεια Ευρώπη ενισχύει αυτή τη θεωρία. Στην επακόλουθη επιδημία που έπληξε την Νότια 
Ευρώπη η παρουσία του ιού σε ανθρώπους συμπίπτει με την παρουσία σε ορό αίματος ενδημικών 
πτηνών. Στην περιοχή της Αττικής, δείγματα που εξετάστηκαν πριν την έξαρση του ιού ήταν 
αρνητικά για παρουσία του, επισημαίνοντας μια πιθανή μελλοντική επιδημία στην περιοχή λόγω 
των ανησυχιών ότι ο κύκλος πολλαπλασιασμού του ιού (πτηνό-κουνούπι-πτηνό) είναι σε πολύ 
αρχικά στάδια ακόμη και θα ακολουθήσει έξαρση ανθρώπινων κρουσμάτων, όπως και έγινε [53]. 
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Η μικρή μέση διάρκεια υψηλής ιαιμίας των πτηνών ,περίπου για 6 μέρες μετά την επώαση [54], 
που είναι αρκετή για μετάδοση του ιού μέσω των κουνουπιών, εγείρει ερωτήματα για το αν τα 
πτηνά είναι σε θέση να μεταδώσουν τον ιό σε μακρινές περιοχές. Είναι όμως γνωστό ότι τα 
μεταναστευτικά πτηνά συχνά ταξιδεύουν πολύ μακρινές αποστάσεις ,εκατοντάδων χιλιομέτρων 
και για αρκετές ώρες (έως και δέκα ώρες), σε μια νύχτα. Η μεγάλη ταχύτητα και τα πολύωρα 
ταξίδια κάνουν επομένως δυνατή την μετάδοση του ιού μέσω ενός μολυσμένου πτηνού σε κάποια 
στάση που απέχει 48 έως 64 ώρες από το αρχικό σημείο μόλυνσης. Η άφιξη των πτηνών λίγο 
πριν την αυγή, όταν δηλαδή η δραστηριότητα των κουνουπιών είναι στο κατακόρυφο, 
υποστηρίζει την παραπάνω υπόθεση [35]. 
Εικόνα 9: Αναλυτικότερη απεικόνιση του κύκλου πολλαπλασιασμού και μετάδοσης. Τα έντονα βέλη δείχνουν τους 
κύριους τρόπους μετάδοσης του ιού ενώ με διακεκομμένες γραμμές φαίνονται άλλοι εικαζόμενοι κύκλοι μετάδοσης. 
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1.7.2. Παθολογικά συμπτώματα μολυσμένων πτηνών 
Λίγα είναι γνωστά για την παθολογία που εμφανίζουν τα πτηνά στον ιό του Δυτικού Νείλου. 
Μελέτες σε Αμερικάνικα κοράκια που επιμολύνθηκαν με το στέλεχος NY99 (το απομονωθέν 
από την επιδημία στην Αμερική το 1999) παρατήρησαν συμπτώματα από την τέταρτη μέρα  μετά 
τον εμβολιασμό. Στα κοράκια παρατηρήθηκε κατάθλιψη, ανορεξία, σπάνια αφόδευση, αδυναμία 
για πτήση και φυσιολογική βάδιση καθώς και στοματική και πεπτική αιμορραγία [55]. Παρόμοια 
συμπτώματα παρατηρήθηκαν και σε άλλα είδη (καρακάξες και άλλες κορακίδες, παπαγάλους, 
σπίνους, κ.α.) με διαφορές στη μέρα εμφάνισης συμπτωμάτων (τέσσερις έως δέκα μέρες) και 
στον βαθμό επιδείνωσης. Αντίθετα, άλλα είδη πτηνών δεν εμφάνισαν καθόλου συμπτώματα. Μια 
πρόσφατη μελέτη πειραματικής μόλυνσης με τον ιό σε ευρωπαϊκές καρακάξες με τα στελέχη που 
τώρα κυκλοφορούν στην Ευρώπη (ΝΥ99 που ανήκει στο lineage 1 και SRB Novi-Sad/12 του 
lineage 2) έδειξε χαμηλά ποσοστά επιβίωσης (30% και 42,8%) και για τα δύο lineages [56]. 
Πρέπει να τονιστεί λοιπόν ότι ο τρόπος ανοσοαπάντησης και η ιογένεια είναι σε μεγάλο βαθμό 
εξαρτώμενα από το είδος των πτηνών και διαφέρουν σημαντικά ανάμεσα στα είδη πτηνών 
διαφορετικών γεωγραφικών περιοχών αλλά και ανάμεσα στα στελέχη του ιού [35]. 
Ο ιός είναι δυνατόν να ανιχνευτεί ιστολογικά με RT-PCR σε διάφορους ιστούς όπως εγκέφαλος, 
ήπαρ, πνεύμονες, καρδιά, σπλήνας και νεφρά σε αρκετά είδη πτηνών π.χ. κορακοειδή, 
καρακάξες, κίσσες. Παρουσία του ιού και μάλιστα σε ικανοποιητικά επίπεδα για μετάδοση έχει 
εντοπιστεί σε άγρια πουλιά μέχρι και έξι εβδομάδες μετά την μόλυνσή τους [47,57].  
 
1.8 Επιδημιολογία και κλινικά συμπτώματα στον άνθρωπο. 
Η περίοδος επώασης του ιού στον άνθρωπο είναι 2-15 ημέρες [58]. Οι ανθρώπινες μολύνσεις 
από τον WNV είναι στην πλειοψηφία τους (~80%) ασυμπτωματικές. Οι συμπτωματικές 
μολύνσεις (~20%) διαφέρουν από εμπύρετη ήπια δυσφορία (πονοκέφαλοι, μυαλγία και πόνος 
αρθρώσεων, ναυτία, εμετός) και πιθανή ύπαρξη εξανθημάτων, κυρίως σε μικρότερες ηλικίες, έως 
σοβαρές εκδηλώσεις του ΚΝΣ, για τις οποίες δεν υπάρχει συγκεκριμένη θεραπεία. Τα ήπια 
συμπτώματα είναι γνωστά και ως πυρετός του Δυτικού Νείλου και διαρκούν συνήθως μια 
εβδομάδα, αλλά ασθενείς έχουν αναφέρει αδυναμία και δυσφορία που διαρκεί έως και ένα μήνα 
από την εκδήλωση των πρώτων συμπτωμάτων [35]. Μια μελέτη σε επιβεβαιωμένα μολυσμένους 
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ασθενείς στην Ελλάδα το 2010 έδειξε ότι αρκετό καιρό μετά την μόλυνση, ο πυρετός και η 
δυσφορία επέμενε και συνδυαζόταν με απώλεια βάρους [59]. 
Λιγότερες από 1% των ανθρώπινων μολύνσεων προχωρά σε σοβαρό νόσημα αλλά ο κίνδυνος 
αυξάνεται λόγω παραγόντων όπως προχωρημένη ηλικία, καταστολή του ανοσοποιητικού ή 
χρόνια προβλήματα υγείας όπως υπερένταση, διαβήτης και χρόνια νεφρική ανεπάρκεια. 
Οροεπιδημιολογικές μελέτες δείχνουν ότι ένας στους τέσσερις ή ένας στους πέντε (20-25%) από 
τα μολυσμένα άτομα θα αναπτύξει ήπια ασθένεια [60] και ένας στους 150 (0,67%) θα αναπτύξει 
κάποια εκδήλωση του ΚΝΣ [61]. Περαιτέρω μελέτες που εξέτασαν ασυμπτωματικά δείγματα 
από αιμοδότες κατέληξαν ότι μία στους 244 έως 353 μολύνσεις θα προχωρήσει σε εκδήλωση του 
ΚΝΣ [9]. Μια αντίστοιχη μελέτη σε ορό αίματος στην Ελλάδα το 2010, ψάχνοντας για μολύνσεις  
WNV Lineage 2, βρήκε ότι ένας στους 124 με 141 μολυσμένους θα αναπτύξει εκδηλώσεις του 
ΚΝΣ ,με περίπου το 18% των μολυσμένων ασθενών να εμφανίζει συμπτώματα [62]. 
Μεταξύ των ασθενών που εμφανίζουν εκδηλώσεις του ΚΝΣ, το 50-71% αναπτύσσει WN 
εγκεφαλίτιδα, 15-35% αναπτύσσει μηνιγγίτιδα και 3-19% αναπτύσσει οξεία χαλαρή παράλυση. 
Σε σοβαρές περιπτώσεις ο βαθμός θνησιμότητας μπορεί να φτάσει από 3% έως 19% στις 
εγκεφαλίτιδες. Ο Loeb et al. αναφέρει ότι τα σωματικά και ψυχικά συμπτώματα θεραπεύονται σε 
περίπου ένα έτος, αλλά ασθενείς με υποκείμενα προβλήματα μπορεί να χρειαστούν παραπάνω 
χρόνο για να αναρρώσουν. Άλλες μελέτες όμως σημειώνουν ότι οι μισοί ασθενείς που 
μολύνθηκαν από WNV είχαν σωματικά συμπτώματα και θέματα αντίληψης που επέμειναν για 
πάνω από ένα χρόνο. Οι εκδηλώσεις του ΚΝΣ που οφείλονται σε WNV έχουν συσχετιστεί με την 
ανάπτυξη χρόνιας νεφρικής ανεπάρκειας σε μελέτες που παρακολούθησαν την εικόνα παλαιών 
ασθενών [9].  
Επίσης, επιπλοκές που εμφανίζονται σε ασθενείς με εκδηλώσεις ΚΝΣ περιλαμβάνουν αδιαθεσία, 
τρέμουλο, πονοκεφάλους, αμνησία και κατάθλιψη καθώς και οφθαλμικές παθήσεις [35]. Μια 
μελέτη παρακολούθησης 22 ασθενών που επιβίωσαν των εκδηλώσεων του ΚΝΣ (είκοσι με 
εγκεφαλίτιδα και δύο με μηνιγγίτιδα ) στην Ελλάδα τα έτη 2010-2012 ,όταν το στέλεχος WNV 
lineage 2 προκάλεσε σημαντικές επιδημίες, έδειξαν ότι τα πιο κοινά συμπτώματα που επέμειναν 
ένα χρόνο μετά την μόλυνση ήταν η ανορεξία (77,3%) ,η μυϊκή αδυναμία (72,7%) , αδύναμη 
μνήμη(36,4%) και κατάθλιψη(22,7%) [63]. 
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Ύστερα από τσίμπημα ανθρώπου από μολυσμένο κουνούπι, τα μολυσμένα επιδερμικά δενδριτικά 
κύτταρα Langerhans (αντιγονο-παρουσιαστικά κύτταρα) μεταναστεύουν στο εγγύτερο επιχώριο 
λεμφογάγγλιο. Εκεί ξεκινά ο πρώτος κύκλος πολλαπλασιασμού του ιού, πριν εισέλθει στην 
κυκλοφορία του αίματος και μεταφερθεί σε κεντρικά όργανα, όπως τα νεφρά και ο σπλήνας, όπου 
θα λάβει χώρα ο δεύτερος κύκλος πολλαπλασιασμού. Ο ιός πολλαπλασιάζεται στο 
κυτταρόπλασμα και ακολούθως συγκεντρώνεται στον αυλό του ενδοπλασματικού δικτυωτού, 
από όπου στη συνέχεια απελευθερώνεται με εξωκύττωση [64]. Μηχανισμοί της έμφυτης και 
επίκτητης ανοσίας ενεργοποιούνται με στόχο τον περιορισμό του πολλαπλασιασμού του WNV, 
της διάδοσής του στο ΚΝΣ και των νευρικών βλαβών. Ιντερφερόνες τύπου Ι και 
προφλεγμονώδεις κυτοκινίνες απελευθερώνονται και δρουν αντιικά. Υπάρχει άμεση παραγωγή 
ΙgM και ΙgM αντισωμάτων πριν ακόμη γίνουν ανιχνεύσιμα τα επίπεδα RNA του WNV στο αίμα. 
Ο ιός μπορεί να διαπεράσει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό με διάφορους πιθανούς μηχανισμούς: 
1) Το μοντέλο του ‘δούρειου ίππου’: ενδοκυτταρική μεταφορά μέσω μακροφάγων ή 
ουδετερόφιλων. 
2) Χαλάρωση του αιματοεγκεφαλικού φραγμού μέσω παρεμπόδισης της δράσης των στεγανών 
συνδέσμων και των βασικών μεμβρανών από κυτοκινίνες(ΤΝF-a,MIF) ή 
μεταλλοπρωτεϊνάσες. 
3) Απευθείας μόλυνση των εγκεφαλικών κυττάρων. 
4) Μόλυνση των επιθηλιακών κυττάρων του χοριοειδούς πλέγματος. 
5) Απευθείας μόλυνση των οσφρητικών νευρώνων που βρίσκονται σε επαφή με την ηθμοειδή 
πλάκα(Λεπτή πλάκα από κόκαλο μέσα από την οποία περνούν μικρές δεσμίδες από άξονες 
προς τον οσφρητικό βολβό). 
Διάφοροι μηχανισμοί (π.χ. ενεργοποίηση των CD8+ T κυττάρων, μονοπάτι εξωκυττάρωσης 
εξαρτώμενο από γρανένζυμα, απόπτωση ) παίζουν σημαντικό ρόλο στην αποβολή του WNV από 
το ΚΝΣ [35]. 
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Πίνακας 2: Κλινικά και Εργαστηριακά Κριτήρια για διάγνωση λοίμωξης WNV [ΚΕΕΛΠΝΟ] 
1.9 Θεραπευτική αντιμετώπιση 
Δεν υπάρχει ειδική θεραπεία για τη λοίμωξη από τον ιό του Δυτικού Νείλου. Στις περιπτώσεις 
σοβαρής νόσου, η αντιμετώπιση συνίσταται κυρίως στην παροχή υποστήριξης θεραπείας με 
εισαγωγή στο νοσοκομείο, συμπωματική αντιμετώπιση, στενή παρακολούθηση, υποστήριξη του 
αναπνευστικού και πρόληψη των δευτερογενών λοιμώξεων. Δεν υπάρχουν ειδικά αντι-ιικά 
φάρμακα. Κλινικές μελέτες για τη χρήση διαφόρων φαρμακευτικών παραγόντων βρίσκονται σε 
εξέλιξη. Παρόλο που πολλά φάρμακα (π.χ. ιντερφερόνη α-2β, εξουδετερωτικά μονοκλωνικά 
αντισώματα, κορτικοστεροειδή, ριμπαβιρίνη) έχουν ερευνηθεί και αξιολογηθεί ή έχουν 
χρησιμοποιηθεί εμπειρικά για τη νόσο, κανένα δεν έχει δείξει όφελος μέχρι σήμερα και καμία 
μελέτη δεν έχει αποδείξει την αποτελεσματικότητα αυτών των φαρμάκων. [4] 
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1.10 Μέθοδοι Ταυτοποίησης του ιού 
Καλλιέργεια 
Τα κλινικά δείγματα τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την απομόνωση του ιού 
περιλαμβάνουν τον εγκέφαλο και τον νωτιαίο μυελό στα ιπποειδή [65], ενώ στα πτηνά μια ποικιλία 
ιστών μεταξύ των οποίων ο εγκέφαλος, η καρδιά και το ήπαρ [66]. Γενικότερα ο ιός απομονώνεται 
ευκολότερα από κλινικά δείγματα πτηνών. Ο ιός μπορεί να πολλαπλασιαστεί σε ευαίσθητες 
κυτταροκαλλιέργειες, από κυτταρικές σειρές νεφρών κουνελιών (RK-13) και από κύτταρα νεφρών 
των αφρικανικών πράσινων μαϊμούδων (Vero). Μπορεί να πολλαπλασιαστεί επίσης και σε 
εμβρυοφόρα αυγά. Ο WNV εμφανίζει κυτταροπαθογόνο αποτέλεσμα σε ευαίσθητες 
κυτταροκαλλιέργειες. Η επαλήθευση της απομόνωσης του ιού επιτυγχάνεται με την εφαρμογή της 
τεχνικής του έμμεσου ανοσοφθορισμού στις μολυσμένες καλλιέργειες ή με μοριακές μεθόδους 
ανίχνευσης του γενώματος του ιού 
Ανοσολογικές μέθοδοι 
Η ανοσοϊστοχημική (IHC) χρώση μονιμοποιημένων σε φορμόλη ιστών, αποτελεί μια αξιόπιστη 
μέθοδος ταυτοποίησης του ιού του ΔΝ στα πτηνά. Με τη συγκεκριμένη μέθοδο συχνά ανιχνεύονται 
αντιγόνα του ιού σε ιστούς μολυσμένων πτηνών, όπως ο εγκέφαλος, η καρδιά, οι νεφροί, ο 
σπλήνας, το ήπαρ, το έντερο και οι πνεύμονες. Το ποσοστό επιτυχίας της ανοσοϊστοχημικής 
ανίχνευσης αντιγόνων του ιού σε θετικά πτηνά, αυξάνεται με την εξέταση πολλαπλών ιστών. Η 
ειδικότητα της ανίχνευσης εξαρτάται από το χρησιμοποιούμενα αντισώματα. 
Μοριακές μέθοδοι 
Η ανίχνευση του RNA του ιού με τη χρήση της αντίστροφης μεταγραφάσης αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (RT-PCR) αυξάνει σημαντικά την πιθανότητα εντοπισμού μολυσμένων ζώων, 
ιδιαίτερα κατά την εφαρμογή της μεθόδου της ένθετης PCR (nested PCR) [67]. Η εφαρμογή 
παρόμοιων μοριακών μεθόδων, όπως η PCR σε πραγματικό χρόνο (real time PCR) και η RT-PCR 
σε ένα βήμα (one step RT-PCR) μειώνουν την πιθανότητα της διασταυρούμενης μόλυνσης στο 
εργαστήριο και μπορούν να χρησιμοποιηθούν με επιτυχία σε κλινικά δείγματα όπως οι ιστοί 
πτηνών [68]. 
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1.11 Φυλογένεση 
Η φυλογενετική ταξινόμηση των στελεχών WNV είναι μια δυναμική διαδικασία καθώς όλο και 
περισσότερα δεδομένα και αλληλουχίες συλλέγονται από όλο τον κόσμο μέσω των 
προγραμμάτων επιτήρησής ιών. Είναι ένας ιός με έντονη βιοποικιλότητα· μέχρι 9 διαφορετικά 
lineages έχουν προταθεί με βάση την νουκλεοτιδική ομολογία και διαφέρουν σε βαθμό 25%-30% 
σε επίπεδο νουκλεοτιδίων [69–71]. Μόνο τα lineage 1 και 2 φαίνεται να είναι υπεύθυνα όμως για 
τα ανθρώπινα κρούσματα.  
Το lineage 1 είναι ευρέως γεωγραφικά διαδεδομένο. Συναντάται στην Αφρική, την Ευρώπη, την 
Ασία, την Βόρεια και Κεντρική Αμερική, καθώς και στη Μέση Ανατολή [72]. Μπορεί να 
ταξινομηθεί περαιτέρω σε 3 sublineages ή κλάδους (1a,1b,1c). O κλάδος  1a είναι ο πιο 
διαδεδομένος και βρίσκεται στην Αφρική, την Ευρώπη και την Αμερική (περιλαμβάνει και το 
στέλεχος ΝΥ99), και την Μικρά Ασία. Το 2011, απομονώθηκε στο αίμα ενός ασθενή για πρώτη 
φορά και στην Ινδία, στη διάρκεια μιας επιδημίας με εκδηλώσεις του ΚΝΣ [73]. Μέχρι 
προσφάτως ο κλάδος 1a θεωρούνταν υπεύθυνος για όλα τα κρούσματα ιικής εγκεφαλίτιδας σε 
ανθρώπους. Ο κλάδος 1b , γνωστός και ως ιός Kunjin, είναι ενδημικός κλάδος στην Αυστραλία 
και πιθανόν να βρίσκεται και στην Νοτιοανατολική Ασία και την Παπούα Νέα Γουινέα και 
σπάνια μπορεί να προκαλέσει ανθρώπινη ασθένεια [74]. Λίγες ανθρώπινες περιπτώσεις έχουν 
αναφερθεί μόνο αλλά έχει προκαλέσει μεγάλη επιδημία σε άλογα στην Νότια Αυστραλία το 
2011. Ο κλάδος 1c συναντάται μόνο στην Ινδία και θεωρείται σε σύγχρονες μελέτες ξεχωριστό 
lineage. 
Μέχρι το 2004 το lineage 2 θεωρούνταν ενδημικό και περιορισμένο στην Αφρική όπου 
προκαλούσε ήπια εμπύρετα συμπτώματα στους ασθενείς (πολύ σπάνια σοβαρότερα συμπτώματα), 
χωρίς η εξάπλωση του να λαμβάνει μεγέθη επιδημίας. Θεωρούνταν στέλεχος χαμηλής 
παθογένειας σε σχέση με το lineage 1, μέχρι που προκάλεσε σοβαρά κρούσματα στην Νότια 
Αφρική και εγκεφαλίτιδες και άλλες εκδηλώσεις του ΚΝΣ στην Ευρώπη. Τόσο η Νότια Αφρική 
όσο και η Αυστραλία έχουν αναφέρει παρόμοια αύξηση της ιογένειας των lineage 2 και 1b 
στελεχών, αντίστοιχα [76]. Το 2004 και 2005 ο WNV ταυτοποιήθηκε για πρώτη φορά σε άγρια 
πουλιά στην Ουγγαρία και από εκεί η μετάδοσή του σε όλη την κεντρική Ευρώπη ήταν ραγδαία. 
[77]. Στελέχη που ανήκουν στο συγκεκριμένο lineage έχουν προκαλέσει εκδηλώσεις του ΚΝΣ σε 
πτηνά, άλογα και ανθρώπους και θεωρούνται αιτία θανάτων σε Ρωσία, Ουγγαρία, Ιταλία και 
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Ελλάδα. Οι επιδημίες που έπληξαν την Ελλάδα στη διάρκεια 2010-2014 αποδόθηκαν στο 
συγκεκριμένο στέλεχος και μάλιστα σύγκριση ολικού γονιδιώματος αποκάλυψε μεγάλο βαθμό 
ομοιότητας με το στέλεχος που απομονώθηκε στην Ουγγαρία το 2004 [52,77]. 
Τόσο το lineage 1 όσο και το 2 θεωρούνται πλέον ενδημικά της νοτιοανατολικής Ευρώπης με 
πάνω από 700% αύξηση κρουσμάτων από το 2009 έως σήμερα. Και τα δύο lineage έχουν 
υποστελέχη που διαφέρουν στο βαθμό νευροπαθογένειας στον άνθρωπο [78]. Αυτή η 
πλαστικότητα και ικανότητα προσαρμογής του ιού του Δυτικού Νείλου είναι καμπανάκι κινδύνου 
για την συνεχή απειλή που αποτελούν πιθανοί μελλοντικοί  γενότυποι με υψηλή ιογένεια.  
 
Πέρα από τα lineage 1 και 2, υπάρχουν και lineage που είναι λιγότερο διαδεδομένα. Το lineage 3 
γνωστό και ως ιός Rabensburg έχει απομονωθεί επανειλημμένα στην Τσεχία. Το lineage 4 έχει 
απομονωθεί στην Ρωσία. Το lineage 5 είναι ο προαναφερθέν κλάδος 1c . Ένα έκτο lineage (6) 
βασίζεται σε ένα θραύσμα γονιδίου που απομονώθηκε στην Ισπανία . Ο ιός Koutango (lineage 7) 
αρχικά θεωρούνταν διαφορετικό ιός αλλά πλέον θεωρείται αυτόνομο lineage του ιού του Δυτικού 
Νείλου. Μπορεί να απομονωθεί από τσιμπούρια και τρωκτικά (κάτι ασυνήθιστο για τα στελέχη 
του WNV) και φαίνεται να έχει πολύ υψηλή ικανότητα παθογένειας που ξεπερνά και του lineage 
1a σε μοντέλα ποντικών. Παρά την αναφορά ενός εργαστηριακού εργαζόμενου στην Σενεγάλη 
για μόλυνση με τον Koutango, άλλο περιστατικό φυσικής προελεύσεως ανθρώπινης μόλυνσης δεν 
έχει αναφερθεί. Ένα lineage (θεωρητικά το 8ο)  απομονώθηκε από κουνούπια είδους Culex 
perfuscus στο Kédougou της Σενεγάλης το 1992. Το lineage 9 μπορεί να θεωρηθεί και κλάδος του 
lineage 4 και απομονώθηκε από κουνούπια Uranotaenia unguiculata στην Αυστρία [79]. 
 
Παρά την παρουσία των lineage 1,2,7 και 8 στην Αφρική, ο ιός του Δυτικού Νείλου έχει ελάχιστο 
αντίκτυπο στην ανθρώπινη υγεία εκεί. Σποραδικές εξάρσεις παρατηρήθηκαν σε διάφορες χώρες 
της Αφρικής με συχνότητες εμφάνισης εκδηλώσεων του ΚΝΣ σημαντικά χαμηλότερες από αυτές 
που αναφέρονται στην Αμερική και την Ευρώπη [79]. Για παράδειγμα η Σενεγάλη δεν είχε ποτέ 
εμφανίσει έξαρση του πυρετού του Δυτικού Νείλου αλλά υπήρξε πολλαπλές φορές η πηγή 
ενδημικών γενοτύπων. Επιπλέον να σημειωθεί ότι η παρουσία αντισωμάτων για τον ιό στον ορό 
κατοίκων της Σενεγάλης φτάνει το 80% τόσο σε ανθρώπους όσο και σε άλογα και πτηνά [5]. 
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Εικόνα 10: Φυλογενετικό δέντρο με τα θεωρούμενα Lineage του WNV. Για το σχεδιασμό χρησιμοποιήθηκαν 29 
αντιπροσωπευτικά πλήρη γονιδιώματα στελεχών WNV. Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε με χρήση λογισμικού 
ClustalW του προγράμματος BioEdit. Τα φυλογενετικά neighbour-joining δέντρα σχεδιάστηκαν με χρήση MEGA5 
λογισμικού (bootstrap value:1000) [108], 
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1.12 Γονιδίωμα και δομή. 
1.12.1 Ιικό RNA γονιδίωμα 
Tο γονιδίωμα του ιού του Δυτικού Νείλου είναι μονόκλωνο νοηματικό (+) RNA μήκους περίπου 
11kb με φορά 5΄-3΄. To γονιδίωμα δεν δρα ως το μοναδικό mRNA του ιού αλλά και ως τη βάση 
για την σύνθεση της συμπληρωματικού αντινοηματικού (-) κλώνου RNA. Η 5΄ μη κωδική περιοχή 
(Non Coding Region -NCR) του γονιδιώματος του ιού έχει μήκος 96 νουκλεοτιδίων (nts) ενώ η 
3΄ NCR διαφέρει από 337 έως 649 nts. Στα περισσότερα στελέχη WNV υπάρχει ένα μοναδικό 
αναγνωστικό πλαίσιο μήκους 10,301 nt που κωδικοποιεί για μια πολυπρωτεΐνη [80]. 
Εικόνα 11: Το γονιδίωμα του WNV.  Φαίνονται ενδεικτικές θέσεις των ιικών πρωτεινών στην νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του γενώματος του στελέχους EG101 [109]. 
 
Το ποσοστό παρουσίας Γουανίνης-Κυτοσίνης αντιστοιχεί σε 51% του συνολικού γονιδιώματος 
και η μια και μόνη πολύπρωτεΐνη που κωδικοποιείται περιέχει 3400 αμινοξέα [35]. 
Η πολυπρωτεΐνη επεξεργάζεται τόσο μεταφραστικά όσο και μετα-μεταφραστικά από ένα ιικό 
σύμπλοκο πρωτεάσης σερίνης (NS2B-NS3) και διάφορες πρωτεάσες των κυττάρων του ξενιστή 
και αποκόπτεται σε 10 ώριμες ιικές πρωτεΐνες.  
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Τις 3 ιικές δομικές πρωτεΐνες : Capsid (C), Membrane (prM/M) και Envelop (E) οι οποίες 
κωδικοποιούν για το καψίδιο, την μεμβράνη και τον φάκελο του ιού και βρίσκονται κοντά στο 5΄ 
άκρο του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης. Τις 7 μη δομικές πρωτεΐνες (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 
NS4A, ΝS4B και NS5), οι οποίες κωδικοποιούνται από γονίδια κοντά στο 3΄ άκρο [80].  
Από τις δομικές πρωτεΐνες, οι Ε (53 kDa) και Μ (8 kDa) είναι υπεύθυνες για πολλές από τις 
ιδιότητες του ιού, όπως η επιλογή ξενιστή, ο ιστικός τροπισμός, ο πολλαπλασιασμός και η 
ενεργοποίηση της Β- και Τ-κυτταρικής ανοσιακής απάντησης. Η πρωτεΐνη η οποία είναι η κύρια 
υπεύθυνη για την πυροδότηση της ανοσολογικής αντίδραση του οργανισμού έναντι του ιού είναι 
η Ε η οποία προκαλεί την παραγωγή του κύριου όγκου των εξουδετερωτικών αντισωμάτων 
(Neutralizing Antibodies ή Nabs) κατά τη διάρκεια της λοίμωξης [81]. Οι μη δομικές πρωτεΐνες 
είναι σημαντικές για την σύνθεση του ιικού RNA, την σύνθεση του ιοσωματίου και επηρεάζουν 
κυτταρικά μονοπάτια σηματοδότησης και ανοσολογικές απαντήσεις του ξενιστή. Από τις μη 
δομικές πρωτεΐνες ανοσογόνο δράση έχουν οι NS1 και NS3 [82,83]. 
Η ιική πολυπρωτεΐνη περιέχει πολλαπλές διαμεμβρανικές περιοχές που καθορίζουν το αν ώριμες 
ιικές πρωτεΐνες βρίσκονται στην κυτταροπλασματική πλευρά ή στην πλευρά του αυλού της 
μεμβράνης του ενδοπλασματικού δικτύου (ΕR) μετά την αποκοπή από την πολυπρωτεΐνη. Οι C, 
NS3 και NS5 πρωτεΐνες βρίσκονται στην κυτταροπλασματική πλευρά ενώ οι PrM, E, και NS1 
στον αυλό  και με εξαίρεση μικρές περιοχές μεταξύ διαμεμβρανικών domains, οι 
NS2A,NS2B,NS4Α και NS4B πρωτεΐνες βρίσκονται εντός της μεμβρανικής διπλoστοιβάδας του 
ΕR [80]. 
 
Εικόνα 12: Οργάνωση των πρωτεϊνών στο ιικό γονιδίωμα. Απεικονίζονται οι 3 δομικές (πράσινο) και οι 7 μη δομικές 
(μπλε) πρωτεΐνες καθώς και τα 5΄ και 3΄ μη κωδικά άκρα [9]. 
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1.12.2 Δομή ιικού σωματιδίου 
Η σύνθεση του ιϊκού σωματιδίου συνίσταται από τις τρείς δομικές πρωτεΐνες, το RNA γονιδίωμα 
του ιού και τη διστρωματική λιπιδιακή μεμβράνη που προέρχεται από τον ξενιστή. Το ιικό 
σωματίδιο του ιού είναι μικρό, διαμέτρου περίπου 50nm, σφαιρικό και περιβάλλεται από φάκελο, 
ενώ η πυκνότητα κατακρήμνισης του είναι περίπου 1,2 g/cm-3.  
Στα ανώριμα ιικά σωματίδια οι prM και E πρωτεΐνες υφίστανται ως τριμερή ετεροδιμερών τα 
οποία σχηματίζουν ακίδες (Εικ 13). Σ’ αυτή τη διαμόρφωση, κατά την διάρκεια της εξόδου του 
ιικού σωματιδίου από το μολυσμένο κύτταρο με τη διαδικασία της εξωκύττωσης, το συντετηγμένο 
πεπτίδιο της πρωτεΐνης Ε καλύπτεται από το pr τμήμα της prM πρωτεΐνης και με αυτό τον τρόπο 
προστατεύεται από την πρόωρη σύντηξη με τις κυτταρικές μεμβράνες στα ήπιας οξύτητας 
τμήματα της εκκριτικής οδού του κυττάρου [84,85].  
 
 
 
Εικόνα 13 : Η δομή του ιοσωματίου του WNV όπως έχει αποδοθεί με τη χρήση του κρυοηλεκτρονικού μικροσκόπιου 
(cryo-EM). (A) Μια οπτική της επιφάνειας του ιού με μια ασύμμετρη μονάδα του εικοσαέδρου όπως φαίνεται από το 
τρίγωνο. Η πενταπλοί και τριπλοί άξονες εικοσαεδρικής συμμετρίας είναι επισημασμένοι. (B) Μία κεντρική εγκάρσια 
τομή η οποία δείχνει τις ομόκεντρες στοιβάδες της πυκνότητας [89]. 
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Μετά τον διαχωρισμό του τμήματος pr από την prM πρωτεΐνη, με τη βοήθεια μιας κυτταρικής 
furin-like πρωτεάσης του δικτύου trans-Golgi, τα ώριμα ιικά σωματίδια προσλαμβάνουν μια 
εικοσαεδρική συμμετρία, καθώς τα 60 τριμερή της πρωτεΐνης Ε υφίστανται δομική αλλαγή, 
περιστροφή και αναδιάταξη προκειμένου να σχηματίσουν 90 αντιπαράλληλα διμερή [5]. Τα 
διμερή της πρωτεΐνης Ε, της επιφάνειας του ώριμου ιϊκού σωματιδίου, εμφανίζουν σχετικά 
επίπεδη διάταξη έναντι της διστρωματικής λιπιδιακής μεμβράνης του φακέλου. 
 
 
Εικόνα 14: Δομή του ώριμου ιοσωματίου [9]. 
 
Το C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης Μ παραμένει ένθετο στο φάκελο του ώριμου ιϊκού σωματιδίου 
και εμπεριέχει ένα βραχύ εξωκυτταρικό τμήμα και δύο διαμεμβρανικές πρωτεΐνες [86]. Η 
αποτελεσματικότητα του διαχωρισμού τη prM πρωτεΐνης ποικίλει και μερικές prM πρωτεΐνες 
απαντώνται ακέραιες στα ιικά σωματίδια των περισσότερων πληθυσμών του ιού [84].  
Το τμήμα pr της πρωτεΐνης prM του WNV, εμπεριέχει μια θέση Ν-γλυκοζυλίωσης στο κατάλοιπο 
15. Οι πρωτεΐνες Ε των περισσότερων στελεχών του WNV είναι γλυκοζυλιωμένες σε μια 
μοναδική θέση Ν-γλυκοζυλίωσης (κατάλοιπο 154). Σε άλλα στελέχη του ιού, λόγω μιας 
μετάλλαξης σ’ αυτή τη θέση, η πρωτεΐνη Ε δεν είναι γλυκοζυλιωμένη [87]. Η γλυκοζυλίωση 
αμφότερων των πρωτεϊνών prM και Ε επηρεάζει τη μολυσματικότητα και την απελευθέρωση των 
ιικών σωματιδίων, τα αποτελέσματα όμως ποικίλουν με βάση το στέλεχος του ιού και τον τύπο 
του κυττάρου του ξενιστή [88]. 
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Οι Ε και prM είναι τύπου Ι βασικές δομικές πρωτεΐνες (δηλαδή το καρβοξυτελικό άκρο βρίσκεται 
προς το κυτταρόπλασμα) της μεμβράνης με άγκυρες καρβοξυλικού άκρου. Τα υπολείμματα της 
κυστεΐνης στο εξωκυττάριο τμήμα της πρωτεΐνης Ε, είναι ιδιαίτερα συντηρημένα και 
διαμορφώνουν ενδομοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς [5]. 
 
Η πρωτεΐνη Ε συντίθεται από τρείς τομείς οι οποίοι συνδέονται με εύκαμπτους δεσμούς. Ο τομέας 
ΙΙΙ σχηματίζει μια πτυχή τύπου ανοσοσφαιρινών και έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι αλληλεπιδρά 
με παράγοντες της επιφάνειας του κυττάρου και διευκολύνει την είσοδο του ιού σ’ αυτό. Ο τομέας 
ΙΙ είναι ένας μακρύς δακτυλιοειδής τομέας και περιέχει 13 συντηρημένα πλούσια σε γλυκίνη, 
υδρόφοβα κατάλοιπα του εσωτερικού βρόχου σύνδεσης. Ο τομέας Ι είναι μια δομή β-βαρελιού 
(β-barrel) η οποία συνδέει τους τομείς ΙΙ και ΙΙΙ [5,89]. Η δεύτερη διαμεμβρανική περιοχή της 
πρωτεΐνης Ε, η οποία είναι η σηματοδοτική αλληλουχία για τη μετάθεση της πρωτεΐνης NS1 στην 
πολυπρωτεΐνη, αναφέρθηκε ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην συγκρότηση των ιϊκών 
σωματιδίων [90]. 
 
Το καψίδιο του ιϊκού σωματιδίου με διάμετρο περίπου 30nm, αποτελείται αποκλειστικά από την 
πρωτεΐνη C, ενώ δεν έχει προκύψει κάποια συγκεκριμένη συμμετρία με τη διαδικασία της 
αναδόμησης και απεικόνισης με τη χρήση του κρυοηλεκτρονικού μικροσκοπίου. Η πρόδρομος 
μορφή της πρωτεΐνης C, περιέχει μια υδρόφοβη περιοχή στο καρβοξυλικό άκρο, η οποία είναι η 
αλληλουχία σηματοδότησης για την μετάθεση της πρωτεΐνης prM  στην πολυπρωτεΐνη διαμέσου 
ενδοπλασματικού δικτυωτού. Η ώριμη C πρωτεΐνη είναι αποτέλεσμα του διαχωρισμού της 
άγκυρας του καρβοξυλικού άκρου από την ιϊκή πρωτεάση. Η δομή των C διμερών, όπως 
αποκαλύπτεται με τη μέθοδο του πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (nuclear magnetic 
resonance-NMR) και της κρυσταλλογραφίας, συνίσταται από μονομερή τα οποία περιέχουν 
τέσσερις α-έλικες. Οι περιοχές πρόσδεσης του RNA βρίσκονται στο καρβοξυλικό και στο 
αμινοτελικό άκρο και διαχωρίζονται από μια υδρόφοβη περιοχή. Το διμερές της πρωτεΐνης C, το 
οποίο θεωρείται ότι είναι το βασικό στοιχείο συγκρότησης των πυρηνικών καψιδίων, έχει πολύ 
υψηλό καθαρό θετικό ηλεκτρικό φορτίο, με τα μισά βασικά κατάλοιπα τοποθετημένα στη μια  
πλευρά και την συντηρημένη υδρόφοβη περιοχή να σχηματίζουν μια απολική επιφάνεια στην 
αντίθετη πλευρά του διμερούς. Είναι πιθανό ότι η φορτισμένη επιφάνεια του διμερούς της C 
πρωτεΐνης συνδέεται με το γενωμικό RNA χωρίς σαφή τρόπο, όπως συμβαίνει κατά τη διάρκεια 
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των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ιστόνων και του κυτταρικού DNA, ενώ η υδρόφοβη επιφάνεια 
του συνδέεται με την εσωτερική πλευρά της λιπιδικής μεμβράνης του ιού [80]. 
1.12.3 Μη Δομικές Πρωτεΐνες NS2A,NS2B,NS4A και ΝS4B  
Παρόλο που οι λειτουργίες των μη δομικών πρωτεϊνών (Non Structural-NS) δεν έχουν ακόμη 
χαρακτηριστεί πλήρως, και οι εφτά συμβάλουν στην σύνθεση του ιικού RNA και σε άλλες 
διαδικασίες. Λίγα είναι γνωστά για τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ ιικών μη δομικών πρωτεϊνών και 
των κυτταρικών πρωτεϊνών του ξενιστή που απαιτούνται για την αναδιοργάνωση του κυτταρικού 
περιβάλλοντος, ώστε να γίνει εφικτή η  ρύθμιση των ιικών συμπλόκων πολλαπλασιασμού του ιού 
στα διάφορα στάδια του κύκλου ζωής του. 
Οι ΝS2A, NS2B,NS4A και NS4B είναι μικρές, υδρόφοβες πρωτεΐνες και δεν έχουν συντηρημένα 
χαρακτηριστικά μοτίβα που να παρομοιάζουν άλλων ενζύμων. Οι δομές και λειτουργίες των 
τεσσάρων αυτών πρωτεϊνών δεν έχουν πλήρως χαρακτηριστεί. Κάθε μία από αυτές έχει 3 περιοχές 
σύνδεσης με μεμβράνη και διαμεσολαβούν στην οργάνωση και αγκυροβόληση του ιικού 
συμπλόκου πολλαπλασιασμού στην μεμβράνη του ER [80].  
Η NS2A είναι μια υδρόφοβη, πολυ-λειτουργική πρωτεΐνη που σχετίζεται με την μεμβράνη και 
παίζει σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό του ιικού RNA αλλά και στην οργάνωση των ιικών 
μορίων. Είναι σημαντικός καταστολέας της μεταγραφής β-ιντερφερόνης (IFN-β) καταστέλλοντας 
έτσι την έκκριση μιας σημαντικής γραμμής άμυνας [5]. H NS2A έχει επίσης αναφερθεί ότι δρα 
στην φάση οργάνωσης του ιοσωματίου καθώς και στην ανεξάρτητη από ιντερφερόνες απόπτωση 
του κυττάρου [80].  
Η NS2B αλληλεπιδρά με την πρωτεάση της καρβοξυτελικής περιοχής της NS3 και δρα ως συν 
παράγοντας [80].  
Η NS4A δεν έχει κάποιο ειδικό ρόλο αλλά στοιχεία δείχνουν ότι έχει ρόλο ‘οργανωτή’ του 
συμπλόκου πολλαπλασιασμού του φλαβοϊού. Το Ν-άκρο της προκύπτει ύστερα από πέψη από το 
σύμπλοκο πρωτεάσης NS2B-NS3 στο κυτταρόπλασμα, ενώ το C-άκρο (συχνά αναφέρεται και ως 
2Κ-κομμάτι) τελεί ρόλο σηματοδοτικής αλληλουχίας για την μετατόπιση της γειτονικής NS4B 
στον αυλό του ER. Το 2Κ-κομμάτι αποκόπτεται απτό Ν-άκρο της NS4B από μια κυτταρική 
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σηματοδοτική πεπτιδάση, προηγείται όμως πέψη στην θέση NS4A/2K από την πρωτεάση NS2B-
NS3. Η πρωτεολυτική απομάκρυνση του 2Κ πεπτιδίου επάγει και αλλαγές στη μεμβράνη 
χαρακτηριστικές της ιικής μόλυνσης, κάτι που έκφραση της πλήρους ΝS4A δεν επιτυγχάνει. Ένας 
άλλος ρόλος της NS4A είναι ως συν παράγοντας για την NS3 ελικάση επιτρέποντάς της να 
διατηρεί το ρυθμό δράσης της ακόμη και κάτω από χαμηλές συνθήκες ΑΤΡ [5].  
Η NS4B συναντάται σε κοινά διαμερίσματα με τα συμπλέγματα ιικού πολλαπλασιασμού και έχει 
δράση στην απομάκρυνση της ΝS3 από το μονόκλωνο RNA, επιτρέποντας στο τελευταίο να 
συνδεθεί με ένα νέο μόριο dsRNA, ενισχύοντας κατά συνέπεια την δραστικότητα ελικάσης και 
ρυθμίζοντας τον πολλαπλασιασμό. Μεταλλάξεις της NS4B ιού WNV (P38G/T116I/N480H) είχαν 
ως αποτέλεσμα μείωση της νευροεκφυλιστικής ικανότητας του ιού και χαμηλότερα επίπεδα 
ιαιμίας σε μοντέλα ποντικιών. Ενίσχυση πολλαπλασιασμού της κυτταρικής μεμβράνης 
παρατηρήθηκε μετά από έκφραση NS4B του ιού Kunjin NS4B σε κύτταρα θηλαστικών [80].  
Ταυτόχρονη έκφραση των NS2A, NS2B, NS4A, NS4B ιού Kunjin ήταν σε θέση να καταστείλει 
την σηματοδότηση μέσω α,β και γ-ιντερφερονών από το κύτταρο [91]. 
1.12.4 Μη Δομική Πρωτεΐνη 1 (ΝS1) 
Η ΝS1 είναι μια γλυκοπρωτεΐνη με 3 συντηρημένες Ν-συνδεόμενες θέσεις γλυκοσυλίωσης και 
αρκετές συντηρημένες κυστείνες που σχηματίζουν δισουλφιδικούς δεσμούς ζωτικούς για τον ιό. 
Η θέση της ΝS1 στην πλευρά του αυλού της μεμβράνης του ER αφού αποκοπεί από την 
πολυπρωτείνη καθορίζεται από μια αλληλουχία σήμα στο καρβοξυτελικό άκρο της Ε πρωτείνης. 
Τα μονομερή NS1 είναι διαλυτά και υδρόφιλα ενώ τα διμερή δεσμεύονται σε μεμβράνες. Η ΝS1 
εκκρίνεται επίσης στα κύτταρα των θηλαστικών ως εξαμερές. Παρά την θέση της στην πλευρά 
του αυλού καταφέρνει να συνυπάρχει με τα ιικά σύμπλοκα πολλαπλασιασμού που βρίσκονται 
στην άλλη πλευρά της ER μεμβράνης των μολυσμένων κυττάρων. Μεταλλάξεις στις Ν-
συνδεόμενες θέσεις γλυκοσυλίωσης στο γένωμα του ιού του κίτρινου πυρετού μείωσαν δραματικά 
την ικανότητα του ιικού RNA πολλαπλασιασμού. Αντίστοιχες μεταλλάξεις στον WNV δεν 
επηρέασαν τα επίπεδα ιικού πολλαπλασιασμού αλλά καταστείλανε την νευρομολυσματικότητα 
του ιού σε μοντέλα ποντικών. Θεωρείται ότι είναι απαραίτητη η ΝS1 για την έναρξη σύνθεσης 
του RNA  και ίσως έχει σημαντικό ρόλο στα αρχικά στάδια σύνθεσης του αντινοηματικού κλώνου  
[80]. Είναι η μόνη μη δομική πρωτεΐνη που εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα ( έως 50 μg/ml) στον 
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ορό των ασθενών και έχει συσχετιστεί με σοβαρό παθολογικό φαινότυπο [92]. Η έκφραση της 
NS1 σε μολυσμένα κύτταρα Vero ξεκινά 16 έως 24 ώρες μετά την μόλυνση ενώ η απελευθέρωση 
των ιικών σωματιδίων ξεκινά την 8η έως 16η ώρα [80]. Πολλές θεωρίες έχουν προταθεί σχετικά 
με τον ρόλο του NS1 στον μηχανισμό παθογένειας του WNV όπως: παραγωγή επιβλαβών αυτό 
αντισωμάτων, επηρεασμός του σχηματισμού κυκλοφορόντων ανοσοσυμπλεγμάτων στον 
οργανισμό ξενιστή και πρόκληση ενδοθηλιακών κυτταρικών βλαβών από αντισώματα κατά του 
NS1 [5]. Τόσο οι εκκρινόμενες διαλυτές όσο και οι  NS1 που συνδέονται στην κυτταρική 
επιφάνεια αποσκοπούν στην καταστολή του μηχανισμού του Συμπληρώματος μέσω σύνδεσης με 
ρυθμιστικούς του παράγοντες. Ανάλυση Western δίνει πολλαπλές μπάντες NS1 σε μολυσμένα 
κύτταρα λόγω: των διαφόρων γλυκοσυλιώσεων (η γλυκοσυλίωση μπορεί να προσθέσει έως και 6 
kDa στην μάζα της NS1), του σχηματισμού πολλαπλών δισουλφιδικών δεσμών και της ύπαρξης 
δύο διαφορετικών μορφών της NS1 . H μεγαλύτερη μορφή ονομάζεται NS1΄ και περιλαμβάνει 
την αλληλουχία για το αμινοτελικό άκρο της NS1 και μια επιπλέον μοναδική αλληλουχία 
καρβοξυτελικού άκρου που προκύπτει από μια αλληλοεπικάλυψη αναγνωστικού πλαισίου που 
συνεχίζει ως την περιοχή της NS2A και οφείλεται στην ύπαρξη ενός ψευδόκομπου [80]. Η ΝS1΄ 
αλληλεπιδρά με το σύμπλοκο ιικού πολλαπλασιασμού στην κυτταρική μεμβράνη και μελέτη 
έδειξε ότι είναι ικανή να εκτελέσει τις λειτουργίες της NS1 φανερώνοντας κάποιο ρόλο στην 
συναρμολόγηση των ιικών σωματίων [93]. Μεταλλάξεις που αφαίρεσαν από τον ιό Kunjin την 
ικανότητα παραγωγής NS1΄ είχαν φαινότυπο με μειωμένη νευρομολυσματικότητα αλλά το που 
οφείλεται αυτό δεν έχει αποσαφηνιστεί [94]. 
1.12.5 Mη Δομική Πρωτεΐνη 3 (NS3) 
Τα 175 κατάλοιπα της αμινοτελικής περιοχής της ΝS3 έχουν δράση πρωτεάσης σερίνης που είναι 
ενεργή μόνο αν συνδεθεί με την NS2B. To σύμπλοκο NS3-NS2B πέπτει την ιική πολυπρωτείνη 
σε πολλαπλές θέσεις [80]. Η κοπή λαμβάνει χώρα στο C-τελικό άκρο των 2 βασικών αμινοξικών 
καταλοίπων(αργινίνης, λυσίνης) , ένα αλληλουχικό μοτίβο (RR,KK ή RK) που συναντάται στις 
κομβικές θέσεις μεταξύ NS2A/B, NS2B/3, NS3/4A, and NS4B/5. Το σύμπλεγμα πέπτει επίσης 
την ιική πολυπρωτεΐνη εντός της καρβοξυτελικής περιοχής της πρωτεΐνης C και της πρωτεΐνης 
NS4A με σκοπό την προετοιμασία για την πέψη prM και NS4B ,αντίστοιχα, από πεπτιδάσες του 
κυττάρου στο εσωτερικό του ER. 
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Εικόνα 15: RNA γονιδίωμα του WNV και οι θέσεις κοπής από πρωτεάσες του ξενιστή και ιικής προέλευσης 
NS2B/NS3 πρωτεάσες [5]. 
Η αλληλεπίδραση του συμπλόκου με την μεμβράνη του ER είναι απαραίτητη για την σωστή 
επεξεργασία της πολυπρωτεΐνης. Αν και παλαιότερα θεωρούνταν ότι η NS3 αλληλεπιδρά με την 
ER μεμβράνη μόνο έμμεσα μέσω της αλληλεπίδρασης με την προσδεμένη στην μεμβράνη NS2B 
νεότερες μελέτες βρήκαν ότι τα αμινοξέα 31 έως 33 μπορούν να αλληλεπιδράσουν άμεσα και 
προτάθηκε ότι αυτή η περιοχή αγκυροβολεί και σταθεροποιεί την πρωτεάση στις μεμβράνες. 
Έκφραση μόνο της NS3 σε κύτταρα θηλαστικών έδειξε αδυναμία της παρόλα αυτά να συνδεθεί 
με την μεμβράνη απουσία της NS2B [80]. 
Στο καρβοξυτελικό άκρο της NS3 έχουν αποδοθεί δράσεις ελικάσης/ΑΤΡάσης, 5΄-
τριφωσφατάσης(RTPάσης) και RNA-επαγώμενης νουκλεοσιδικής τριφωσφατάσης (NTPάσης). Η 
RTPάση αποφωσφορυλιώνει (μη ειδικά) το 5΄ άκρο ενός συντιθέμενου ιικού RNA πριν την 
προσθήκη καλύπτρας από την Ν-τελική περιοχή του NS5 που έχει δράση μεθυλτρανσφεράσης. Η 
δραστικότητα NTPάσης παρέχει την χημική ενέργεια που είναι απαραίτητη για την μετατροπή 
των ενδιάμεσων μορίων του πολλαπλασιασμού του RNA σε μορφές υπόστρωμα για την NS5 
RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση.  
Η φλαβοϊική ελικάση έχει μεγαλύτερη συγγένεια για το RNA από το DNA αλλά είναι μη ειδική 
για συγκεκριμένη αλληλουχία του. Οι RNA ελικάσες μετακινούνται πάνω στο RNA με φορά 
3΄→5΄ καταναλώνοντας ΑΤΡ και παρέχοντας προστασία εμποδίζοντας σχηματισμό 
δευτερευόντων δομών και πρόσδεσης ξένων πρωτεϊνών στο RNA. Η δράση ξετυλίγματος της 
ελικάσης υποβοηθάται από την NS4A η οποία δρα ως συμπαράγοντας και τη βοηθά να παραμείνει 
ενεργή ακόμη και σε χαμηλά επίπεδα ATP. Ο πλήρης μηχανισμός με τον οποίο αλληλεπιδρά η 
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NS3 ελικάση με το RNA δεν έχει ακόμα να αποσαφηνιστεί. Σε συνεργασία με την NS5 
πολυμεράση η NS3 παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό των φλαβοϊών [5,80]. 
1.12.6 Μη Δομική Πρωτείνη 5 (NS5) 
Η ΝS5 είναι το C-τελικό άκρο της ιικής πολυπρωτεΐνης και η μεγαλύτερη και πιο μελετημένη 
φλαβοϊική πρωτεΐνη. Το Ν-τελικό άκρο της NS5 αποτελείται από μια περιοχή 
μεθυλοτρανσφεράσης της S-αδενυλμεθειονίνης (ΜΤάση), ιδιαίτερα σημαντική τόσο για την 
σταθερότητα του mRNA όσο και για την δυνατότητα σύνδεσής του στο ριβόσωμα κατά τη 
μετάφραση. H NS5 βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της ιικής πολυπρωτεΐνης και είναι η 
μεγαλύτερη και πιο συντηρημένη φλαβοϊική πρωτεινη. Το αμινοτελικό τμήμα της NS5 έχει δράση 
S-αδενυλμεθιονινικής μεθυλοτρανσφεράσης (MTάση) με δράσεις Ν7 και 2΄-Ο 
μεθυλοτρανσφεράσης αλλά και γουανυλικής τρανσφεράσης και αποτελεί μέρος του μηχανισμού 
δημιουργίας καλύπτρας για το ιικό RNA. H καλύπτρα είναι μια μοναδική δομή που συναντάται 
στο 5’ άκρο των ιικών και ευκαριωτικών mRNA. Η C-τελική περιοχή της NS5 περιέχει μια RNA-
εξαρτώμενη RNA πολυμεράση που είναι απαραίτητη για τη σύνθεση του ιικού RNA γενώματος. 
Συντηρημένα μοτίβα παρατηρούνται στην καρβοξυτελική περιοχή της NS5, χαρακτηριστικά όλων 
των RNA-εξαρτώμενων-RNA-πολυμερασών. Όπως ήδη αναφέρθηκε η NS5 είναι στενά 
συνδεδεμένη λειτουργικά με την NS3 και αποτελούν τα μείζον συστατικά του συμπλόκου ιικού 
πολλαπλασιασμού [5,80]. 
 
1.13 Οι 5΄ και 3΄ μη κωδικές περιοχές (Non Coding Regions)  
1.13.1 Η 3΄ μη κωδική περιοχή 
H μεταβλητή περιοχή του 3΄ NCR βρίσκεται μόλις μετά το τέλος της 3΄ κωδικής περιοχής. Το 3΄ 
άκρο του γονιδιακού RNA δεν περιέχει πολύ Α ουρά αλλά τερματίζει σε μια συντηρημένη 
αλληλουχία CUOH .Oι 3΄ και 5΄ ακριανές αλληλουχίες του γονιδιώματος αναδιπλώνουν σε 
δευτερεύουσες RNA δομές, συντηρημένες ανάμεσα στους διάφορους φλαβοϊούς, παρά την 
διαφορά των nts που τις αποτελούν. Διαγραφή της 5΄ ή της 3΄ τελικής δομής στελέχους-θηλιάς 
(Stem loop-SL) είναι θανάσιμη για τους κλώνους των φλαβοϊών. Στις σύντομες συντηρημένες 
ακολουθίες στην 3΄ τελική δομή SL περιλαμβάνονται: η τελική 5΄-CY-3΄, η 5΄-ACAC-3΄ 
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ακολουθία κοντά στο 3΄ άκρο και η 5΄-ACAG-3΄ στην κεφαλή της θηλιάς της τελικής 3΄ SL δομής 
(υπογραμμισμένη στην εικόνα 16Β). Με μετάλλαξη μοναδικών nts στην θηλιά της 3΄τελικής SL 
δομής ενός μολυσματικού κλώνου WNV αποδείχτηκε η cis δράση τους και ότι τα 3 
υπογραμμισμένα nts ( 5΄-ACAGUGC-3΄) είναι απαραίτητα για την επιβίωση του ιού. Μια μικρή 
συντηρημένη δομή SL (sHP ή SSL) είναι τοποθετημένη δίπλα την 3΄ τελική SL. Διαγραφή ή 
εισαγωγή μεταλλάξεων σε αυτή την περιοχή είναι θανάσιμη για κλώνους του ιού του Δάγκειου 
πυρετού (μέλος των φλαβοϊών).  
Επιπλέον δομές έχουν εντοπιστεί στο 3΄ άκρο με μορφή αλτήρα(CS2 και RCS2) και φαίνεται να 
έχουν σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό και την μετάφραση του RNA. Προς την 5΄ πλευρά 
δίπλα στις προαναφερθέν δομές βρίσκονται τέσσερις δομές στελέχους θηλιάς (SL-I έως SL-IV). 
Oι SL-II και SL-IV θεωρείται ότι σχηματίζουν μια δομή ψευδόκομπου και η SL-II έχει 
αναφερόμενη δράση ως καταστολέας της κυτταρικής 5΄-3΄εξωριβουνοκλεάσης XRN1, και άρα 
προστατευτικό για το ιικό γονιδίωμα ρόλο, προστατεύοντάς το από πέψη. Παίζει επίσης ρόλο στην 
παραγωγή του 3΄ υπογενωμικού φλαβοιϊκού RNA.  
 
 
Εικόνα 16 A: Σχηματική αναπαράσταση του γονιδιακού RNA ιού WNV. Φαίνονται οι συντηρημένες δομές στελέχους-
θηλιάς στις 3΄και 5΄μη κωδικές περιοχές καθώς και στην κωδική περιοχή του της καψιδιακής πρωτεΐνης (πάνω 
σχήμα). Αλληλεπιδράσεις οφειλόμενες σε ψευδόκομπο απεικονίζονται με διακεκομμένες γραμμές. Φαίνεται επίσης ο 
ψευδόκομπος που σχετίζεται με την αλλαγή αναγνωστικού πλαισίου κατά την παραγωγή της NS1΄ (κάτω σχήμα). 
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1.13.2 Η 5΄ μη κωδική περιοχή 
Συντηρημένες δομές RNA υπάρχουν επίσης και στην 5΄ μη κωδική περιοχή του γονιδιώματος. 
Τα αρχικά νουκλεοτίδια στο 5΄ άκρο σχηματίζουν την δομή SLA ,το κωδικόνιο έναρξης AUG 
βρίσκεται στην διπλανή με την SLA δομή SLB, η οποία ακολουθείται από μια σταθερή φουρκέτα 
(cHP) . H cHP εμπλέκεται στην επιλογή του κωδικονίου που θα χρησιμοποιηθεί για την έναρξη 
της μετάφρασης. Το 5΄άκρο του γονιδιώματος του WNV περιλαμβάνει μια τύπου 1 δομή 
καλύπτρας η οποία τοποθετείται από την NS5 κατά την μεταγραφή. Η Ν-τελική περιοχή της NS5 
έχει δράσεις γουανυλικής τρανσφεράσης , μεθυλτρανσφεράσης  γουανίνης-Ν7 και 2΄-Ο (συχνή 
τροποποίηση όπου μια μεθυλομάδα προστίθεται στο 2΄υδροξύλιο της ριβόζης ενός 
νουκλεοσιδίου). Η 2΄-Ο μεθυλίωση της καλύπτρας επιτρέπει στο ιικό γένωμα να ξεφύγει από τον 
περιορισμό που επιβάλει η οικογένεια των IFIT παραγόντων (Interferon-induced proteins with 
tetratricopeptide repeats) της φυσικής ανοσίας.  
 
1.13.3  3΄-5΄ RNA-RNA Αλληλεπιδράσεις Μεγάλης Αποστάσεως 
 
Η κυκλοποίηση του γονιδιώματος μέσω των 3΄- 5΄ μεγάλης αποστάσεως αλληλεπιδράσεων 
RNA-RNA θεωρείται απαραίτητη για την έναρξη της σύνθεσης της (-) έλικας, αλλά όχι και για 
την μετάφρασή της. 
 
Μια αλληλουχία ονομαζόμενη ‘συντηρημένη αλληλουχία 1’ (CS1) βρίσκεται ανοδικά του 3΄ 
τερματικού SL και εν μέρει επικαλύπτει και την sHP σε γονιδιώματα φλαβοϊών που μεταδίδονται 
με κουνούπια. Μια υψηλά συντηρημένη αλληλουχία 8 nt, ονομαζόμενη 3΄αλληλουχία 
κυκλοποίησης (3΄ CYC), βρίσκεται εντός του 5΄ τμήματος της CS1 και είναι συμπληρωματική με 
μια αλληλουχία 8nt μιας 5΄ CYC που βρίσκεται στην κωδική περιοχή της πρωτεΐνης καψιδίου 
κοντά στο 5΄ άκρο του γονιδιώματος. Μεταλλάξεις στην CYC αλληλουχία που εμπόδισαν την 
κυκλοποίηση είναι μοιραίες για τους ιικούς κλώνους [110].  Μερικές επιπλέον αλληλουχίες του 
γονιδιώματος φαίνεται να εμπλέκονται στις μακρινής απόστασης 5΄- 3΄RNA-RNA 
αλληλεπιδράσεις. Η 5΄ περιοχή UAR(Upstream AUG Region) αλληλεπιδρά με μια 
συμπληρωματική 3΄ UAR που βρίσκεται καθοδικά της 3΄ CYC και μελέτες την κατατάσσουν στις 
λειτουργικά σημαντικές περιοχές. Επίσης 2 (για τον ιό του Δυτικού Νείλου) αλληλουχίες 
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καθοδικά του AUG κωδικονίου (5΄ DAR) αλληλεπιδρούν με τις συμπληρωματικές τους 3΄ DAR 
αλληλουχίες που βρίσκονται μεταξύ των 3΄ UAR και 3΄CYC αλληλουχιών. 
 
Εικόνα 16 B: Περιοχές του ιικού γονιδιώματος που εμπλέκονται σε 3΄-5΄ μεγάλης αποστάσεως αλληλεπιδράσεις RNA-
RNA. 
 
Έχει προταθεί ότι η αλληλεπιδράσεις 5΄-3΄ ξεκινούν μεταξύ των 3΄ CS και 5΄ CS και άρα οι 5΄-3΄ 
DAR αλληλεπιδράσεις ακολουθούν και βοηθούν την αλληλεπίδραση των UAR στοιχείων, 
ξετυλίγοντας ταυτόχρονα τον πάτο της τελικής 3΄ SL. 
 
Η σωστή ισορροπία μεταξύ γραμμικών και κυκλικών μορφών του ιικού γονιδιώματος είναι 
σημαντική για τον ιικό πολλαπλασιασμό. Η αλληλεπίδραση της NS5 πολυμεράσης με περιοχές 
της 5΄ SLA όταν αυτή έχει έρθει κοντά με το 3΄ άκρο του γονιδιώματος χάρη στις 3΄-5΄ RNA-
RNA αλληλεπιδράσεις έχει αναφερθεί ότι προάγει την αλληλεπίδραση της NS5 με νουκλεοτίδια 
του 3΄ άκρου και οδηγεί σε έναρξη σύνθεσης του (-) κλώνου RNA [80]. 
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1.14 Μετάφραση και Πολλαπλασιασμός του ιικού RNA 
Ο ιός του ΔΝ μπορεί να πολλαπλασιαστεί σε διάφορους τύπους κυτταροκαλλιεργειών μιας 
μεγάλης ποικιλίας ειδών πτηνών, θηλαστικών, αμφίβιων και εντόμων. Κυτταροπαθογόνο 
αποτέλεσμα όμως, δεν παρατηρείται σε όλες τις κυτταροκαλλιέργειες, παρ’ όλο που η αντιτύπωση 
του ιού είναι επαρκής [95]. Μετά την προσκόλληση στον υποδοχέα, ο ιός εισέρχεται στα κύτταρα, 
τόσο των θηλαστικών όσο και των εντόμων, με ενδοκύττωση μέσα σε κυστίδια καλυμμένα με 
κλαθρίνη [96,97]. Το πρώτο βήμα για την είσοδο στο κύτταρο που πρόκειται να μολυνθεί είναι η 
σύνδεση της Ε πρωτεΐνης σε κάποιο κυτταρικό μόριο-υποδοχέα. Αρκετά κυτταρικά μόρια έχει 
αποδειχθεί ότι μπορεί να δράσουν σαν συν-υποδοχείς για την in-vitro σύνδεση του ιοσωματίου. 
Ο WNV αλληλεπιδρά με τους DC-SIGN και DC-SIGN-R υποδοχείς λεκτίνης στην επιφάνεια των 
δενδριτικών κυττάρων. Αλληλεπίδραση του WNV με την αvb3 ιντεγκρίνη διαμέσου της 
αλληλουχίας DII RGD/RGE που αποτελεί μοτίβο αναγνώρισης ιντεγκρινών έχει επίσης 
παρατηρηθεί. Παρόλα αυτά μελέτες έχουν δείξει ότι η είσοδος του WNV δεν προϋποθέτει 
υποχρεωτικά ιντεγκρίνη αvb3 και αποδεικνύεται ότι ο τρόπος εισόδου του ιού εξαρτάται από το 
είδος του κυττάρου που προσβάλλεται. Η Rab 5 GTPase θεωρείται απαραίτητη για είσοδο του 
WNV και του Δάγγειου ιού σε κύτταρα [5]. 
Είναι δυνατή η αναστολή της ιικής μόλυνσης με χρήση χημικών καταστολέων όπως η 
χλωροπρομαζίνη που καταστέλλουν τον σχηματισμό κυστιδίων καλυπτόμενων με κλαθρίνη, ή με 
έκφραση αρνητικών μεταλλαγμάτων του γονιδίου Eps15 στα κύτταρα. Η Eps15 είναι μια 
πρωτεΐνη που εμπλέκεται στο σχηματισμό κυστιδίων καλυπτόμενων με κλαθρίνη [5]. 
Το όξινο περιβάλλον του ενδοσώματος ενεργοποιεί το μη αναστρέψιμο σχηματισμό τριμερών της 
πρωτεΐνης Ε.  
Σε πρώτο στάδιο τελείται παρεμπόδιση των Ε πρωτεϊνικών σχεδίων και αποσύνδεση των Ε 
διμερών σε μονομερή. Μια προβολή του DII τομέα τον εκθέτει στην κυτταρική μεμβράνη. Οι Ε 
πρωτεΐνες εισάγουν την θηλιά σύνδεσης στην εξωτερική στοιβάδα της κυτταρικής μεμβράνης. 
Τρία Ε μονομερή αλληλεπιδρούν διαμέσου της θηλιάς σύνδεσης και σχηματίζουν ένα ασταθές 
τριμερές που σταθεροποιείται μέσω αλληλεπιδράσεων μεταξύ των D1 τομέων των τριών Ε 
πρωτεϊνών. Στη συνέχεια, ο τομέας DIII πιστεύεται ότι αναδιπλώνει ενάντια στο τριμερές 
σχηματίζοντας μια δομή που παρομοιάζει φουρκέτα. 
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Αυτό οδηγεί στη σύντηξη της ιικής μεμβράνης με τη μεμβράνη του ενδοσωματικού κυστιδίου και 
στην απελευθέρωση του νουκλεοκαψιδίου στο κυτταρόπλασμα [98,99].  
Το γενωμικό RNA απελευθερώνεται στη συνέχεια από το καψίδιο, με έναν άγνωστο μηχανισμό 
και μεταγράφεται. 
Ταυτόχρονα η ιική RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση αντιγράφει και παράγει 
συμπληρωματικές αρνητικά φορτισμένες έλικες (-) από την θετικά φορτισμένη γενωμική (+) RNA 
μήτρα. Αυτές οι αρνητικά φορτισμένες έλικες μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μήτρα για 
σύνθεση νέων θετικά φορτισμένων RNAs (+) . Μελέτες έχουν δείξει ότι ο πολλαπλασιασμός του 
ιικού RNA μπορεί να συνεχιστεί χωρίς πρωτεϊνική σύνθεση, και ότι από (+) φορτισμένο κλώνο 
μπορεί να προκύψει μόνο ένας (-) φορτισμένος κλώνος κάθε φορά ,ενώ από (-) φορτισμένους 
κλώνους RNA πολλαπλοί (+) φορτισμένοι κλώνοι μπορούν να αντιγραφούν ταυτόχρονα [5]. 
H μετάφραση του ιικού γονιδιώματος παράγει τις δομικές και μη δομικές πρωτεΐνες που είναι 
απαραίτητες για τον πολλαπλασιασμό του RNA. Στα πρώιμα στάδια του κύκλου ζωής του ιού, ο 
χαμηλός αριθμός αντιγράφων του γονιδιώματος αναλαμβάνει άλλοτε το ρόλο του mRNA για 
μετάφραση και άλλοτε το ρόλο μήτρας για την σύνθεση του (-) φορτισμένου RNA. H γραμμική 
μορφή του γονιδιώματος χρησιμοποιείται για τη μετάφραση ενώ η αναδιπλωμένη μορφή που 
προκύπτει λόγω των 3΄-5΄ RNA-RNA ‘αλληλεπιδράσεων μεγάλης αποστάσεως’ είναι απαραίτητη 
για την έναρξη της σύνθεσης του αρνητικά φορτισμένου RNA [80]. Στα πρώιμα στάδια της 
μόλυνσης (μέχρι 6-8 ώρες) , τα επίπεδα σύνθεσης ιικού RNA είναι χαμηλά, με όμοιο ρυθμό 
παραγωγής (+) και (-) φορτισμένων κλώνων. Ο αριθμός (-) κλώνων παραμένει χαμηλός κατά τον 
κύκλο πολλαπλασιασμού. Όταν όμως βρεθεί στις εγκολπώσεις της μεμβράνης του ER παρουσία 
των ιικών συμπλόκων πολλαπλασιασμού και συγκεκριμένων κυτταρικών πρωτεινών, η εκθετική 
φάση σύνθεσης ιικού γονιδιώματος ξεκινά και πολλαπλά RNA αντιγράφονται ταυτόχρονα από 
κάθε αλυσίδα με ημισυντηρητικό μηχανισμό [100]. 
Η μετάφραση θα πρέπει να υπερτερεί της αντιγραφής του RNA έτσι ώστε να παράγονται 
νεοσυντιθέμενα ιικά σωματίδια, τα οποία να περιέχουν 180 αντίγραφα κάθε δομικής πρωτεΐνης 
και ένα γένωμα [80]. 
Κατά το σχηματισμό των ιωσοματίων, C πρωτεΐνες δεσμεύονται στο νεοσυντιθέμενο RNA και 
τυλίγονται γύρω του για να σχηματιστεί το εικοσαεδρικό κάλυμμα. Το νουκλεοκαψίδιο 
καλύπτεται από τον φάκελο, που προέρχεται από κυτταρική μεμβράνη του ER, και 
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απελευθερώνεται στον αυλό ως ανώριμο ιοσωμάτιο στην επιφάνεια του οποίου οι E και prM 
πρωτεΐνες σχηματίζουν 60 ετεροτριμερείς ακίδες (εικόνα 13). Τα ανώριμα αυτά ιοσωμάτια 
μεταφέρονται στη συνέχεια στα ήπιας οξύτητας διαμερίσματα του trans-Golgi δικτύου όπου 
συμβαίνει αναδιαμόρφωση των Ε πρωτεϊνών. Το χαμηλότερο pH επάγει μια δομική αλλαγή στις 
Ε πρωτεΐνες και σχηματίζονται 90 αντιπαράλληλα ομοδιμερή στην επιφάνεια του ιοσωματίου.  
Υπό όξυνες συνθήκες, η prM παραμένει στενά συνδεδεμένη με τη μεμβράνη και προεξέχει 
ελάχιστα από την κατά τα άλλα λεία επιφάνεια του ιοσωματίου. Η αλλαγή σε ήπιας οξύτητας pH 
αυξάνει την συγγένεια μιας furin-like πρωτεάσης για την prM. To pr πεπτίδιο αποκόπτεται από το 
σωμάτιο κατά την απελευθέρωση του ιοσωματιού στο εξωκυττάριο περιβάλλον με την 
εξωκυττάρωση που ξεκινά 10-12 ώρες μετά την μόλυνση του εκάστοτε κυττάρου.  
Εικόνα 17: Ιικός κύκλος πολλαπλασιασμού του WNV. To ιοσωμάτιο προσκολλάται στην επιφάνεια του κυττάρου 
ξενιστή μέσω κυτταρικών υποδοχέων και ο φάκελος συντήκεται με την μεμβράνη. Το ιικό RNA απελευθερώνεται από 
το νουκλεοκαψίδιο με ένα άγνωστο μηχανισμό και χρησιμοποιείται ως mRNA για την μετάφραση όλων των ιικών 
πρωτεϊνών αλλά και ως μήτρα για τον RNA πολλαπλασιασμό. Η συναρμολόγηση του ιοσωματίου και απελευθέρωση 
τους εξωκυτταρικά συμπληρώνουν τον ιικό κύκλο ζωής [5] 
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Αυτή η επεξεργασία της prM από την furin-πρωτεάση δεν είναι αρκετά ειδική και αφήνει αρκετά 
ιοσωμάτια να περιέχουν prM πρωτεΐνες ακόμη και μετά την εξωκυττάρωσή τους. Αυτή η 
ανεπαρκής και ανολοκλήρωτη ωρίμανση οδηγεί σε έκκριση μιας μίξης ώριμων, ανώριμων και 
μερικώς ώριμων ιοσωματίων από τα μολυσμένα κύτταρα. Στον WNV συγκεκριμένα έχει 
παρατηρηθεί μεγάλη συγκέντρωση prM πρωτεΐνης. Παλιότερα θεωρούνταν ότι πλήρως ανώριμα 
ιοσωμάτια ήταν ανίκανα να επάγουν μόλυνση καθώς δεν μπορούν να τελέσουν τις απαραίτητες 
αναδιαμορφώσεις για σύντηξη της μεμβράνης, αλλά αυτό καταρρίφθηκε από νεότερες μελέτες. 
Τα μερικώς ώριμα ιοσωμάτια επίσης μπορούν να μολύνουν κύτταρα [5]. 
Η παραγωγή επαρκής ποσότητας ιικών πρωτεϊνών στα πρώιμα στάδια είναι ζωτική για την 
γρήγορη καταστολή των κυτταρικών αντι-ιικών αμυντικών απαντήσεων αλλά και για την 
αναδιαμόρφωση του κυτταρικού περιβάλλοντος ώστε να είναι κατάλληλο για την εκθετική φάση 
ιικής γονιδιωματικής σύνθεσης και συναρμολόγησης του ιοσωματίου. Μόλυνση κυττάρων με ιό 
του Δυτικού Νείλου έχει ως αποτέλεσμα την έκκριση ιντερφερόνης Τύπου Ι. Σε ανθρώπινα 
κύτταρα, οι μολύνσεις με WNV μπλοκάρουν την φωσφορυλίωση των STAT1 και STAT2 
(μεταγραφικοί παράγοντες ,ενδιάμεσα στο μονοπάτι ενεργοποίησης γονιδίων επαγόμενων από 
ιντερφερόνες) και δεν επιτρέπουν την ενεργοποίησή τους [91,101]. Σε κύτταρα ποντικών, η 
φωσφορυλίωση των STAT1/2 γίνεται κανονικά αλλά μπλοκάρεται η ικανότητά τους να εισέλθουν 
στον πυρήνα του κυττάρου [80].  
Οι ιικές πρωτεΐνες είναι υπεύθυνες για τον πολλαπλασιασμό της ER μεμβράνης καθώς και για την 
δημιουργία εγκολπωμάτων που θα λειτουργήσουν ως θέσεις για τον εκθετικό πολλαπλασιασμό 
του γονιδιώματος. Η ομοιόσταση των κυττάρων του ξενιστή σε χοληστερόλη διαταράσσεται από 
την μόλυνση με WNV και επάγεται η βιοσύνθεση και ανακατανομή χοληστερόλης σε περιοχές 
της ER μεμβράνης που περιέχουν ενεργά ιικά σύμπλοκα πολλαπλασιασμού. Η ανακατανομή αυτή 
της χοληστερόλης επηρεάζει την κυτταρική απάντηση μέσω παρεμπόδισης του αντιικού 
μηχανισμού Jak-STAT [102]. 
Σύντομα μετά την ιική μόλυνση, ξεκινά η μετάφραση του ιικού RNA με έναν καλυπτρο-
εξαρτώμενο μηχανισμό. Φλαβοϊικές μολύνσεις δεν επάγουν σχηματισμό κοκκίων στρες και δεν 
εμποδίζεται επομένως η μετάφραση των mRNA. Δεν ενεργοποιείται επίσης η κυτταρική eIF2a 
κινάση PKR (Φωσφορυλίωση του παράγοντα eIF2a από κινάσες όπως η PKR είναι ένας 
αμυντικός μηχανισμός του κυττάρου έναντι σε ιικές μολύνσεις, συσσώρευση λανθασμένα 
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αναδιπλωμένων πρωτεϊνών και ασυτίας και οδηγεί σε μεγάλη μείωση της de novo σύνθεσης 
πρωτεϊνών από το κύτταρο) [103]. Τα χαμηλά επίπεδα ιικού RNA παρόντα στα αρχικά στάδια της 
μόλυνσης καθώς και η απομόνωση των ιικών συμπλόκων RNA πολλαπλασιασμού στις 
εγκολπώσεις της ER μεμβράνης σε μετέπειτα στάδιο, είναι πιθανοί μηχανισμοί που αποσκοπούν 
στο ‘κρύψιμο’ του ιικού RNA από την PKR [80]. Μελέτη έχει δείξει ότι η NS2A έχει πιθανή 
δράση καταστολέα της ενεργοποίησης της PKR [104]. Στα μετέπειτα στάδια μόλυνσης είναι 
βασικό να παραχθεί μεγάλος αριθμός ιικών πρωτεϊνών για να συναρμολογηθούν τα ιοσωμάτια. 
Το πώς το γονιδίωμα του ιού καταφέρνει ίδιο και μεγαλύτερο ρυθμό μετάφρασης με τα κυτταρικά 
mRNA όταν και τα δύο έχουν 5΄ καλύπτρα δεν έχει εξηγηθεί. Εικάζεται ότι  ο ιός εκτός από τον 
μηχανισμό μετάφρασης που εξαρτάται από την καλύπτρα χρησιμοποιεί και ένα ανεξάρτητο από 
αυτή μηχανισμό που ενεργοποιείται στα μετέπειτα στάδια της μόλυνσης. Τόσο η 5΄ όσο και η 3΄ 
αμετάφραστη περιοχή έχουν αναφερθεί ως σημαντικές για την ανεξάρτητη από καλύπτρα 
μετάφραση. Στην 3΄ αμετάφραστη περιοχή σε αντίθεση με τα κυτταρικά mRNA δεν υπάρχει 
πολύΑ ακολουθία. Παρά το γεγονός αυτό η μετάφραση είναι εφικτή καθώς μια πρωτεΐνη-
σύνδεσης στην πολύ Α περιοχή βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά με μια περιοχή της 3΄ αμετάφραστης 
περιοχής του ιού κοντά στις δομές με σχήμα αλτήρα. Μεταλλάξεις ή ελλείψεις κοντά στις δομές 
αυτές μειώνουν τα επίπεδα μετάφρασης του ιού και φανερώνουν τον σημαντικό ρυθμιστικό τους 
ρόλο στην εξαρτώμενη από καλύπτρα μετάφραση στα αρχικά στάδια μόλυνσης [80]. 
Έκφραση μεγάλου αριθμού ιικών πρωτεϊνών στα μολυσμένα κύτταρα μπορεί να αυξήσει τα 
επίπεδα στρες στο ER και να ενεργοποιηθεί ένα σηματοδοτικό μονοπάτι που ονομάζεται 
‘μονοπάτι απάντησης σε μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες (UPR)’. Τουλάχιστον τρεις ξεχωριστοί 
μηχανισμοί του μονοπατιού αυτού επηρεάζουν την έκφραση γονιδίων με ρόλο στην διατήρηση 
της πρωτεϊνικής ομοιόστασης στο ER. Επάγεται απόπτωση του κυττάρου αν το ER στρες δεν 
μπορεί να αντιμετωπιστεί. Ο τρόπος και βαθμός απάντησης του κυττάρου στο ER στρες διαφέρει 
σημαντικά ανάμεσα στους φλαβοϊούς αλλά στην περίπτωση ανθρώπινων κυττάρων και κυττάρων 
αρουραίων που μολύνθηκαν με WNV, παρατηρήθηκε ενεργοποίηση και των τριών μηχανισμών 
καθώς και επαγωγή του μονοπατιού απόπτωσης [105].  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
2.1 Δειγματοληψία 
Επιλογή του κλινικού δείγματος για την απομόνωση του WNV 
Όσον αφορά τον ιό του ΔΝ ισχύει ως γενικότερη παραδοχή ότι οι ιστοί των πτηνών έχουν 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις ιϊκού φορτίου από τους αντίστοιχους των ιπποειδών. Ιστοί όπως ο 
εγκέφαλος και ο νωτιαίος μυελός είναι οι ιστοί εκλογής για την ανίχνευση του ιού από τα άλογα. 
Στα πτηνά ο ιός μπορεί να απομονωθεί και να ανιχνευθεί από ιστούς όπως ο εγκέφαλος, οι νεφροί, 
η καρδιά, το ήπαρ, οι πνεύμονες, ο σπλήνας και το έντερο των πτηνών [106]. Στην παρούσα 
εργασία τα όργανα που επιλέχτηκαν, όπου αυτό ήταν εφικτό, με σκοπό την δημιουργία 
ομογενοποιημάτων ήταν το ήπαρ, οι νεφροί και ο εγκέφαλος από τα 2 πτηνά είδους Pica Pica. 
Παράλληλα, για να εξασφαλιστεί επαρκές ιικό RNA για την συνέχεια του πειράματος, 
δημιουργήθηκαν καλλιέργειες σε Vero κυτταρικές σειρές(ΑΤCC®CCL-81TM) επιμολυσμένες με 
τον ιό από κλινικό δείγμα ομογενοποιημένων εγκεφαλικών κυττάρων. 
Χρονική περίοδος και περιοχή δειγματοληψίας 
Τα συγκεκριμένα πτηνά συλλέχτηκαν από την Περιφερειακή Ενότητα Αργολίδας, 
Πελοποννήσου την περίοδο Ιουλίου-Αυγούστου 2017. Η Αργολίδα αποτέλεσε μία από τις κύριες 
εστίες έξαρσης του ιού το καλοκαίρι του 2017 και από τον Ιούνιο είχε ήδη αναφερθεί μείωση 
των τοπικών πληθυσμών πτηνών από τους ντόπιους, κάτι που επιβεβαιώθηκε από την ερευνητική 
ομάδα του τμήματος Κτηνιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας η οποία παρατήρησε και 
νευρολογικά συμπτώματα σε πτηνά της περιοχής (ληθαργικά, αδύναμα για πτήση, καμία 
αντίδραση σε εξωτερικά ερεθίσματα). Η τότε ανάλυση RT-PCR  επιβεβαίωσε την ύπαρξη του 
ιού και  στοχευμένη μερική αλληλούχιση δύο θετικών δειγμάτων, έκανε δυνατή την ταξινόμηση 
του ιού στην εξελικτική ομάδα 2 (lineage) [1].  
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Εικόνα 18: Η περιοχή στην οποία παρατηρήθηκαν νεκρά και συμπωματικά πτηνά(εντός κόκκινων κύκλων). Με 
μπλε κουκκίδες απεικονίζονται τα χωριά της περιοχής. Πηγή: Άρθρο προς δημοσίευση 
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Επεξεργασία και χειρισμός του κλινικού δείγματος 
Η απομόνωση και ο χειρισμός του RNA πραγματοποιήθηκαν με στείρο εξοπλισμό, έτσι ώστε να 
ελαχιστοποιηθεί η έκθεσή του σε ριβονουκλεάσες (RNases). Το RNA είναι πολύ ευαίσθητο στην 
παρουσία αυτών των ενζύμων τα οποία καταλύουν τη διαδικασία αποδόμησης του σε μικρότερα 
δομικά στοιχεία. Διαδικασία που άλλωστε αποτελεί την πρώτη γραμμή άμυνας απέναντι στους 
ιούς. Έτσι, για την αποφυγή της περαιτέρω επιβάρυνσης των δειγμάτων με RNases, μετά τη 
συλλογή τους οι ιστοί των πτηνών τοποθετήθηκαν στους -20οC και μεταφέρθηκαν άμεσα στο 
εργαστήριο. Στη συνέχεια τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80οC. 
 
2.2 Δημιουργία Κυτταρικών Καλλιεργειών. 
Δείγματα εγκεφαλικού ιστού λήφθηκαν από την νεκροψία των πτηνών για εμβολιασμό τους σε 
Vero κυτταρικές σειρές(ΑΤCC®CCL-81TM). Τα ομογενοποιήματα εγκεφαλικού ιστού (σε 2 ml 
PBS) αναδεύτηκαν και φυγοκεντρήθηκαν σε 4000 x g για 10 λεπτά στους 4 οC. Το υπερκείμενο 
υγρό συλλέχτηκε και φιλτραρίστηκε με χρήση φίλτρου 0.22 μm. Η μόλυνση των κυττάρων με 
τον ιό έγινε εντός φιάλης 75 cm2. Ποσότητα ίση με 1 ml του υπερκείμενου του εγκεφαλικού 
ιστού εμβολιάστηκε στη φιάλη, η οποία περιείχε 80% κάλυψη από Vero κύτταρα επωασμένα 
στους 37 οC με 5% CO2 και το κατάλληλο θρεπτικό υλικό. Η κυτταρική στοιβάδα παρατηρούνταν 
καθημερινά και ύστερα από εμφάνιση των πρώτων κυτταροπαθητικών φαινομένων (αποκόλληση 
κυττάρων), περίπου 48 ώρες μετά την μόλυνση, οι φιάλες μεταφέρθηκαν στους -20 οC για 4 ώρες. 
Μια ποσότητα του υπερκείμενου και των κυττάρων αποψύχθηκε αργότερα για να γίνει 
απομόνωση του ολικού RNA. 
2.3 Απομόνωση Ολικού RNA 
Μετά την απόψυξη των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε εκχύλιση του ολικού RNA, από 
ομογενοποιήματα ιστών βάρους 0,2 mg (που αποκόπηκαν από τους παγωμένους ιστούς με χρήση 
αποστειρωμένης λεπίδας ιατρικών χρήσεων) με χρήση του PureLink® RNA Mini Kit. Το κιτ 
αυτό βασίζεται στην επιλεκτική και παροδική πρόσδεση των μορίων RNA σε μια μεμβράνη με 
γέλη πυριτίου (στήλη spin) που βρίσκεται στο εσωτερικό κατάλληλης στήλης. 
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Εικόνα 19: Στη μεμβράνη πυριτίου μιας στήλης δεσμεύονται μόρια νερού και DNA/RNA παρουσία διαλύματος 
υψηλής αλατότητας. [Εικόνα: «Qiagen Mini Spin Column» από Squidonius (talk), με άδεια Public Domain].  
Τα δείγματα φορτώνονται στη στήλη και κατά τη φυγοκέντρηση τα μόρια RNA προσροφώνται 
στη μεμβράνη, ενώ οι αποδιαταγμένες πρωτεΐνες, τα πολυσακχαρίδια και τα υπόλοιπα κυτταρικά 
συστατικά τη διαπερνούν και συλλέγονται σε κατάλληλο σωληνάριο (Σωληνάριο Συλλογής). Σε 
συνθήκες υψηλής αλατότητας τα αρνητικά φορτισμένα μόρια RNA έχουν μεγάλη συγγένεια προς 
τα θετικά φορτισμένα μόρια του πυριτίου της μεμβράνης. Η δέσμευση αυτή αναστρέφεται 
παρουσία ελαφρά αλκαλικού διαλύματος χαμηλής ιοντικής ισχύος και το RNA εκλούεται από τη 
μεμβράνη. 
 
Εικόνα 20: Ενδεικτική συνοπτική εικονογράφηση της διαδικασίας απομόνωσης RNA με στήλη πυριτίου. 
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Το διάλυμα λύσης που περιέχεται περιέχει υψηλή συγκέντρωση χαοτροπικών αλάτων, όπως 
θειοκυανιούχος γουανιδίνη (Guanidine thiocyanate). Τα άλατα αυτά καταστρέφουν τους δεσμούς 
υδρογόνου, τις δυνάμεις Van der Waals και τις υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις. Επίσης μειώνεται 
η διαλυτότητα του DNA στο νερό και οι πρωτεΐνες αποσταθεροποιούνται. Τα διαλύματα λύσης 
περιέχουν επίσης απορρυπαντικά για τη λύση των μεμβρανών και την αποδιάταξη των 
πρωτεϊνών. Τυχών ακαθαρσίες απομακρύνονται με συνεχείς πλύσεις  (Vogelstein & Gillespie, 1979). 
Πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε 
Λύση και Ομογενοποίηση των Ιστών και Κυττάρων: 
1. Μεταφορά τους σε σωληνάριο 15 mL με στρογγυλεμένο πάτο. 
2. Με χρήση πιπέτας και αποστειρωμένων από RNάσες tips τοποθετείται διάλυμα λύσης με 
περιεκτικότητα  1%  σε 2-μερκαπτοεθανόλη (εξουδετερώνει τη δράση ριβονουκλεασών) στο 
δείγμα ιστού με αναλογία 0,6 mL ανά 30 mg ιστού. 
3. Ομογενοποίηση επιτυγχάνεται με πίεση και περιστροφή του ιστού στα τοιχώματα του 
σωληνάριου χρησιμοποιώντας αποστειρωμένο γουδί κατάλληλου μεγέθους. 
4. Φυγοκέντριση σε 2600 x g για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 
5. Μεταφορά του υπερκείμενου σε καθαρό από RNάσες σωλήνα. 
Δέσμευση RNA, Καθαρισμός και Συλλογή. 
1. Προσθήκη 70% αιθανόλης ίσης ποσότητας με το ομογενοποίημα.  
2. Για να επιτευχθεί καλή ανάμιξη και διάλυση πιθανών ιζημάτων που σχηματίστηκαν μετά την 
προσθήκη αιθανόλης, ακολούθησε έντονη ανακίνηση και vortex του σωληνάριου. 
3. Μεταφορά ≤700 μL δείγματος στην στήλη Spin. 
4. Φυγοκέντριση σε 12.000 x g για 15 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαίρεση του 
υγρού που συλλέκτηκε στο Σωληνάριο Συλλογής και επανατοποθέτηση του Σωληναρίου 
Συλλογής στην στήλη Spin. 
5. Επανάληψη των βημάτων 3-4 μέχρι να εξαντληθεί το αρχικό δείγμα. 
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6. Προσθήκη 700 μL Διαλύματος Πλύσης I στην στήλη Spin. Φυγοκέντρηση σε 12.000 x g για 
15 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία δωματίου. Απομάκρυνση του Σωληναρίου Συλλογής με το 
περιεχόμενό του. Τοποθέτηση της στήλη Spin σε νέο Σωληνάριο Συλλογής. 
7. Προσθήκη 500 μL Διαλύματος Πλύσης II με αιθανόλη στη στήλη. 
8. Φυγοκέντρηση για 15 δευτερόλεπτα σε 12.000 x g σε θερμοκρασία δωματίου. Απομάκρυνση 
του υγρού που συλλέκτηκε και επανατοποθέτηση του Σωληναρίου Συλλογής. 
9. Επανάληψη των βημάτων 7-8. 
10. Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό σε 12.000 x g σε θερμοκρασία δωματίου για στέγνωμα της 
μεμβράνης που έχει δεσμεύσει το RNA. Απομάκρυνση του Σωληναρίου Συλλογής και χρήση 
tube συλλογής. 
11. Προσθήκη 100 μL RNase-Free νερού στο κέντρο της στήλης Spin. 
12. Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 λέπτο. 
13. Φυγοκέντριση για 2 λεπτά σε ≥12,000 × g σε θερμοκρασία δωματίου 
14. Συλλογή και αποθήκευση του δείγματος RNA. 
 
2.4 RT-PCR σε ένα βήμα (One step RT-PCR) 
Μέθοδος RT-PCR 
Το ένζυμο RNA εξαρτώμενη DNA πολυμεράση, κοινώς γνωστό και ως αντίστροφη μεταγραφάση, 
έχει την ικανότητα να συνθέτει DNA από RNA. Ο συνδυασμός της δράσης αυτού του ενζύμου με 
τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης είχε ως αποτέλεσμα τη γέννηση της 
γνωστής πλέον τεχνικής αντίστροφη μεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (RT-PCR). 
Η τεχνική αυτή, στις μέρες μας, έχει ευρεία εφαρμογή στη μοριακή διερεύνηση και διάγνωση των 
λοιμώξεων από RNA ιούς. 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, αποτελεί το δεύτερο βήμα της παραπάνω τεχνικής και είναι 
επίσης μια ενζυματική αντίδραση η οποία καταλύεται από το ένζυμο πολυμεράση στοχεύοντας 
στην ανίχνευση ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA, μέσω του εκθετικού πολλαπλασιασμού του. 
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Στην παρούσα μελέτη, προκειμένου να ανιχνεύσουμε συγκεκριμένο τμήμα του RNA του 
γονιδιώματος των Φλαβοϊών, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της αντίστροφης μεταγραφής-
αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε ένα βήμα (One step Reverse Transcriptase Polymerase 
Chain Reaction-One-step RT PCR) όπως έχει περιγραφεί παλαιότερα (Weissenböck et al., 2002) 
Με την συγκεκριμένη παραλλαγή της RT-PCR μειώνεται η πιθανότητα επιμόλυνσης των 
δειγμάτων και παράλληλα απλοποιείται η διαδικασία της αντίδρασης καθώς η αντίστροφη 
μεταγραφή και η επακόλουθη αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης πραγματοποιούνται στο ίδιο 
σωλήνα. Το σημαντικότερο όμως πλεονέκτημα της συγκεκριμένης τεχνικής είναι ότι επειδή 
χρησιμοποιούνται ειδικοί του γονιδίου εκκινητές, με τον τρόπο αυτό ενισχύεται η ευαισθησία 
αυτής καθώς όλη η δράση της αντίστροφης μεταγραφάσης κατευθύνεται σε ένα συγκεκριμένο 
στόχο και όχι στο συνολικό RNA που υπάρχει στο σωλήνα. Με αυτό τον τρόπο πολλαπλασιάζεται 
η συνολική ποσότητα του συμπληρωματικού DNA, παρέχοντας έτσι τη δυνατότητα ανίχνευσης 
ακόμη και απειροελάχιστων ποσοτήτων αρχικού RNA. 
 
Το πρώτο βήμα της RT-PCR (Αντίστροφη μεταγραφή του Ριβοζονουκλεϊκού οξέος) 
Η διαδικασία της σύνθεσης δεοξυριβοζονουκλεϊκού οξέος (DNA) από εκμαγείο ριβοζονουκλεϊκού 
οξέος (RNA) ονομάζεται “αντίστροφη μεταγραφή” διότι αντιστρέφει την ροή των γενετικών 
πληροφοριών από το RNA στο DNA, αντίθετα δηλαδή με αυτό που συμβαίνει κατά την 
φυσιολογική μεταγραφή. Η διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής καταλύεται από μια DNA 
πολυμεράση, ένα ένζυμο  το οποίο κωδικοποιείται από το γονιδίωμα των ρετροϊών και ευρέως 
ονομάζεται αντίστροφη μεταγραφάση. Η αντίστροφη μεταγραφάση είναι το ένζυμο των ρετροϊών 
το οποίο μετατρέπει το μονής αλύσου RNA γονιδίωμα τους σε DNA. 
Για την πραγματοποίηση της αντίστροφης μεταγραφής μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
ολιγονουκλεοτιδικοί, τυχαίοι ή ειδικοί εκκινητές, ανάλογα με το επιθυμητό αποτέλεσμα και τη 
διαδικασία που θα εφαρμοστεί. Οι εκκινητές υβριδοποιούνται στο εκμαγείο του RNA και 
πολυμερίζονται από την παρουσία ελεύθερων δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs), κατάλληλου pH 
και αλατότητας,  για να παράγουν το συμπληρωματικό DNA (cDNA). Από τη στιγμή που θα 
παραχθεί το cDNA μπορεί να εφαρμοστεί η μέθοδος της PCR προκειμένου να καταστεί δυνατή η 
ανίχνευση του. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:20:21 EET - 137.108.70.13
56 
Το δεύτερο βήμα της RT-PCR ( PCR-Αλυσιδωτή αντίδραση Πολυμεράσης) 
Με τη χρήση της τεχνικής της PCR πραγματοποιείται, σε συνθήκες εργαστηρίου (in vitro), η 
σύνθεση ενός τμήματος DΝΑ που αποτελεί το στόχο της αντίδρασης. Στη συνέχεια ακολουθεί ο 
εκθετικός πολλαπλασιασμός του συγκεκριμένου τμήματος, με τελικό σκοπό την παραγωγή ενός 
μεγάλου αριθμού αντιγράφων με αποτέλεσμα να είναι δυνατή η εμφάνιση και αποτύπωσή του. 
Μετά το τέλος της διαδικασίας ο αριθμός αντιγράφων που παράγεται είναι μεγαλύτερος από 106. 
Η μέθοδος αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης εκμεταλλεύεται τη φυσική δράση του ενζύμου 
DΝΑ πολυμεράση, που αποτελεί το ένζυμο αντιγραφής του DΝΑ κάθε κύτταρου κατά τη διαίρεση 
του. Ειδικότερα, στο διαιρούμενο κύτταρο, μετά την αποδιάταξη του δίκλωνου DΝΑ, το ένζυμο 
πολυμεράση συνθέτει την συμπληρωματική αλυσίδα του DNA με κατεύθυνση από το 5' προς το 3' 
άκρο, παρουσία τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων. Στην αντίδραση PCR γίνεται η ίδια 
ενζυματική διεργασία από το ένζυμο πολυμεράση, σε συνθήκες in vitro. 
 
Μίγμα αντίδρασης της Οnestep RT-PCR 
Το μίγμα αντίδρασης της RT-PCR, όπως προαναφέρθηκε, περιέχει τον DΝΑ στόχο, τους 
εκκινητές, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια, ΜgCl2 που παρέχει τα ιόντα Μg++ που είναι 
απαραίτητα για την ενζυματική αντίδραση, τα ένζυμα DΝΑ πολυμεράση και αντίστροφη 
μεταγραφάση (enzyme mix) και ρυθμιστικό διάλυμα συγκεκριμένου pΗ κατάλληλου για τη 
δράση του ενζύμου. 
Οι εκκινητές (primers) είναι τμήματα μονόκλωνου DΝΑ μεγέθους 18-25 βάσεων, που 
υβριδοποιούνται σε συγκεκριμένο σημείο του DΝΑ ή RNA στόχου και αποτελούν το σημείο 
έναρξης της επέκτασης της συμπληρωματικής αλυσίδας. Η επέκταση πραγματοποιείται πάντα με 
κατεύθυνση από το 5' προς το 3' άκρο της συμπληρωματικής αλυσίδας. 
Ο σχεδιασμός των εκκινητών αποτελεί μια σχετικά περίπλοκη διαδικασία, που συνήθως 
ολοκληρώνεται με τη χρήση προγραμμάτων ηλεκτρονικών υπολογιστών. Οι παράμετροι που 
λαμβάνονται υπόψη για το σχεδιασμό των καταλληλότερων εκκινητών είναι η αλληλουχία του 
DΝΑ στόχου, η περιεκτικότητα και αναλογία στις τέσσερις βάσεις (Α, Τ, C, G), το μήκος της 
αλυσίδας της εναρκτήριας αλληλουχίας (μήκος μικρότερο από 15 βάσεις ελαττώνει την 
ειδικότητα), η θερμοκρασία υβριδισμού (που θα πρέπει να βρίσκεται σε ένα εύρος 50-60οC και 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:20:21 EET - 137.108.70.13
57 
εξαρτάται από την περιεκτικότητα της κάθε βάσης), τα φυσικά χαρακτηριστικά (όπως ο πιθανός 
σχηματισμός διμερών και δευτεροταγών δομών τύπου φουρκέτας). 
 Το QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix περιέχει μια ειδικά σχεδιασμένη μίξη ενζύμων, 
ειδική τόσο για την αντίστροφη μεταγραφή όσο και για την ενίσχυση μέσω PCR. 
Την αντίστροφη μεταγραφή αναλαμβάνουν οι Omniscript και Sensiscript αντίστροφες 
μεταγραφάσες που περιέχονται στο μίγμα. Παρέχουν υψηλή συγγένεια για το RNA και μέσω των 
δευτερογενών δομών τους καταστέλλουν άλλες αντίστροφες μεταγραφάσες. Η Omniscript 
αντίστροφη μεταγραφάση έχει σχεδιαστεί για μεταγραφή ποσότητας RNA >50ng ενώ η Sensiscript 
για πολύ μικρές ποσότητες RNA (<50 ng). 
Η HotStart Taq DNA πολυμεράση που περιλαμβάνεται στο κιτ που χρησιμοποιήθηκε είναι μια 
χημικά τροποποιημένη Taq πολυμεράση που εχει την ικανότητα να είναι εντελώς αδρανοποιημένη 
κατά την αντίστροφη μεταγραφή και δεν παρεμβάλει καθόλου σε αυτή. Στο τέλος της φάσης 
αντίστροφης μεταγραφής, η θερμοκρασία της αντίδρασης αυξάνεται στους 95 °C για 15 λεπτά 
ώστε να γίνει ενεργοποίηση της HotStartTaq DNA πολυμεράσης και ταυτόχρονα αδρανοποίηση 
των αντίστροφων μεταγραφασών. Η διαδικασία αυτή αποκλείει την περίπτωση επέκτασης 
παραπροϊόντων που προέκυψαν από μη ειδική σύνδεση των Primers ή από διμερισμό Primers κατά 
το πρώτο βήμα. Παρόλο που όλα τα ένζυμα βρίσκονται ταυτόχρονα στο Enzyme mix, η χρήση της 
συγκεκριμένης πολυμεράσης διαχωρίζει με θερμοεξαρτώμενο τρόπο την αντίστροφη μεταγραφή 
από την PCR και επιτρέπει στις δύο διαδικασίες να διεξαχθούν η μια μετά την άλλη στο ίδιο 
σωληνάριο. Επιτυγχάνεται έτσι υψηλή ειδικότητα και επαναληψημότητα των PCR. 
Το ένζυμο DΝΑ πολυμεράση που χρησιμοποιείται κανονικά στην in vitro αντίδραση είναι μία 
μορφή DΝΑ πολυμεράσης με υψηλή ικανότητα θερμοαντοχής, η οποία έχει απομονωθεί από το 
βακτήριο Thermus aquaticus (Τaq). Το βασικό χαρακτηριστικό του συγκεκριμένου ενζύμου είναι 
ότι διατηρείται ενεργό κατά τις επαναλαμβανόμενες υψηλές θερμοκρασίες (93- 95οC) που 
απαιτούνται για την αποδιάταξη του δίκλωνου DΝΑ στόχου. 
Τα ιόντα μαγνησίου Μg2+ παίζουν σημαντικό ρόλο στη σύνδεση των εκκινητών και στη συνολική 
ευαισθησία και ειδικότητα της αντίδρασης. Η χαμηλή συγκέντρωση ιόντων οδηγεί σε φτωχή 
ευαισθησία, ενώ αντίθετα πολύ υψηλή συγκέντρωση ελαττώνει την ειδικότητα της αντίδρασης. Για 
τις περισσότερες αντιδράσεις μια συγκέντρωση μεταξύ 0,5 και 3,0 mΜ θεωρείται επαρκής, όμως 
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η τελική συγκέντρωση θα πρέπει να καθορίζεται εμπειρικά, με δοκιμές μικρότερης και 
μεγαλύτερης συγκέντρωσης, έτσι ώστε να επιτευχθεί το βέλτιστο αποτέλεσμα. 
Η συγκέντρωση των τριφοσφωρικών δεοξυνουκλετιδίων θα πρέπει επίσης να καθορίζεται 
εμπειρικά, αν και σε γενικές γραμμές μια συγκέντρωση μεταξύ 20 και 200 mΜ θεωρείται 
ικανοποιητική. Ο εμπειρικός καθορισμός με έλεγχο μεγαλύτερων και μικρότερων συγκεντρώσεων 
θα πρέπει να διενεργείται παράλληλα με τον εμπειρικό καθορισμό της συγκέντρωσης των ιόντων 
μαγνησίου Μg++. 
 
Η αντίδραση αποτελείται από τα εξής στάδια: 
Α) Αντίστροφη μεταγραφή του RNA στόχου των primers και δημιουργία cDNA σε θερμοκρασία 
50-60 οC. 
B) Αποδιάταξη (denaturation) του cDNA  
Γ) Υβριδισμός (annealing) των εκκινητών 
Δ) Πολυμερισμός-επέκταση (extension) της συμπληρωματικής αλυσίδας. Τα τρία αυτά στάδια 
αποτελούν ένα πλήρη κύκλο και κάθε αντίδραση PCR αποτελείται από 25-40 παρόμοιους κύκλους. 
Η διαδικασία άλλωστε της συνεχούς επανάληψης των τριών αυτών σταδίων ήταν αυτή που έδωσε 
στην αντίδραση το όνομα της. 
Η αποδιάταξη του δίκλωνου DΝΑ, πραγματοποιείται όταν η θερμοκρασία του διαλύματος της 
αντίδρασης φθάσει στους 93-95οC. Στη θερμοκρασία αυτή το δίκλωνο DΝΑ διαχωρίζεται στις δύο 
συμπληρωματικές αλυσίδες. Στη συνέχεια, μετά την ελάττωση της θερμοκρασίας σε επίπεδα 45-
65oC (στάδιο υβριδισμού) πραγματοποιείται ο υβριδισμός, δηλαδή η ένωση των εναρκτήριων 
αλληλουχιών στις συμπληρωματικές θέσεις των αλυσίδων του DΝΑ. Η θερμοκρασία υβριδισμού 
είναι ειδική για κάθε ζεύγους εναρκτήριων αλληλουχιών και εξαρτάται από τη σύνθεση 
(περιεκτικότητα σε G-C) και το μέγεθος των αλληλουχιών. Τέλος, μετά την εκ νέου αύξηση της 
θερμοκρασίας στους 72οC (στάδιο επέκτασης του DΝΑ), το ένζυμο DΝΑ πολυμεράση 
χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο το ήδη υπάρχον DΝΑ συνθέτει τη συμπληρωματική αλυσίδα, 
προσθέτοντας δεοξυριβονουκλεοτίδια από το διάλυμα της αντίδρασης στο 3' άκρο της, με 
κατεύθυνση πάντα 5΄ προς 3΄. 
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Πίνακας 3: Το πρόγραμμα της RT-PCR που εφαρμόστηκε 
Με το τέλος του πρώτου κύκλου της αντίδρασης RT-PCR οι κλώνοι του στόχου cDΝΑ είναι 
τέσσερις (δύο αρχικοί, δύο νέοι) και αποτελούν τα πρότυπα για σύνθεση νέου DΝΑ στο δεύτερο 
κύκλο. Στο τέλος του δεύτερου κύκλου οι κλώνοι είναι οκτώ. Οι επαναλαμβανόμενοι κύκλοι έχουν 
ως αποτέλεσμα την εκθετική αύξηση του αριθμού των αντιγράφων του στόχου cDΝΑ, καθώς οι   
κλώνοι που σχηματίζονται χρησιμοποιούνται ως πρότυπο στον επόμενο κύκλο. Έτσι επιτυγχάνεται 
μεγέθυνση 2η (όπου η είναι ο αριθμός των κύκλων) με την αντίδραση RT-ΡCR. 
Το κύριο προϊόν της αντίδρασης ΡCR είναι το τμήμα του DΝΑ που περιλαμβάνεται μεταξύ των 
εκκινητών. Τα άκρα του καθορίζονται από το 5' άκρο των εκκινητών και το μέγεθος του είναι ίσο 
με το άθροισμα των βάσεων των εκκινητών και της παρεμβαλλόμενης αλληλουχίας του DΝΑ 
στόχου. Αυτό αποτελεί το προϊόν πολλαπλασιασμού του στόχου (βραχύ προϊόν – short product). 
Κατά τους πρώτους κύκλους της αντίδρασης όμως παράγονται και μακρύτερα αντίγραφα DΝΑ, 
που το μέγεθος τους ξεπερνά το μεταξύ των εκκινητών τμήμα (μακρά προϊόντα – long products). 
Από τον τρίτο όμως κύκλο και στην συνέχεια η εκθετική αύξηση αφορά κυρίως τα προϊόντα 
πολλαπλασιασμού (βραχέα προϊόντα), ενώ τα μακρύτερα προϊόντα αν και παράγονται και αυτά, 
δεν αποτελούν παρά μικρό μόνο τμήμα του συνολικού τελικού αποτελέσματος της αντίδρασης και 
δεν παρεμβαίνουν στην τελική εικόνα. Πριν το ενισχυμένο τμήμα σταλεί για αλληλούχιση,τα 
μακρύτερα προϊόντα καθώς και τα υπολείμματα primers και τυχόν παραπροϊόντα αφαιρούνται 
μέσω της τεχνικής Gel Extraction που γίνεται μετά την ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης. 
 
Πρόγραμμα RT-PCR 
Στάδιο Θερμοκρασία (°C) Χρόνος  
Reverse 
Transcription 
50 30 min 
Initial 
denaturation 
Hot Start step 
95 15 min 
Denaturation 94 30 sec 
Primer annealing 60 30 sec 
Extension 72 1 min  
Final extension 72 10 min 
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Εφαρμογή της μεθόδου One-Step RT-PCR 
Η μεταγραφή του RNA σε συμπληρωματικό DNA και ακολούθως η αλυσιδωτή αντίδραση της 
πολυμεράσης πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen 
GmbH). Συγκεκριμένα για κάθε μίγμα αντίδρασης χρειάστηκαν (Πιν. 4): 
α) Απομονωθέν RNA 
β) Ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα τελικής συγκέντρωσης 2,5 mM MgCl2 
γ) Ελεύθερα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια κάθε αζωτούχου βάσεως (dNTPs)  
δ) Εκκινητής                                   ζ) Ανίστροφος εκκινητής  
ε) Μίγμα ενζύμων                          στ) DEPC-treated water                                
 Ο συνολικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 50 μL  
 
Mίγμα αντίδρασης One-Step RT-PCR 
5X PCR buffer  10 μl 2,5 mM MgCl
2
  
dNTP Mix 2 μl 400 μΜ του κάθε dNTP 
F-Primer 10 μΜ 4 μl 40 pmoles 
R-Primer 10 μΜ 4 μl 40 pmoles 
Enzyme Mix 2 μl 
 
PCR Water 26 μl 
 
RNA 2 μl 
 
Τελικό 50 μl 
 
 
Πίνακας 4: Αντιδραστήρια και ποσότητες αυτών, που χρησιμοποιήθηκαν κατά την εκτέλεση της RT- PCR. 
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Για την μεταγραφή του RNA σε συμπληρωματικό DNA και τον επακόλουθο πολλαπλασιασμό 
της αλληλουχίας στόχου ακολουθήθηκαν οι παρακάτω συνθήκες: 
α) Αντίστροφη μεταγραφή του RNA σε θερμοκρασία 50 οC για 30 λεπτά 
β) Αρχική αποδιάταξη του σχηματισθέντος DNA σε θερμοκρασία 95 οC για 15 λεπτά 
γ)  Θερμική αποδιάταξη του σχηματισθέντος  DNA   σε θερμοκρασία 94 οC για 30 δευτερόλεπτα 
δ) Υβριδισμός των εκκινητών σε θερμοκρασία 60 οC για 30 δευτερόλεπτα  
ε) Πολυμερισμός του DNA σε θερμοκρασία 72 οC για ένα λεπτό 
Ο κύκλος που αναφέρεται στα τρία τελευταία στάδια επαναλήφθηκε διαδοχικά 45 φορές. 
Η όλη διαδικασία ολοκληρώθηκε με την παραμονή του μίγματος αντίδρασης για 10 λεπτά στους 
72 οC με σκοπό την τελική επιμήκυνση του DNA. 
Στη συνέχεια, μετά το τέλος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, ακολούθησε 
ηλεκτροφόρηση ποσότητας 18 μL προϊόντος PCR στο οποίο προστέθηκε 2 μL χρωστικής 
(loading buffer). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε σταθερή τάση 150 Volt για 25-35 
λεπτά. Για την ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιήθηκε γέλη αγαρόζης 1% στην οποία προστέθηκε 
SERVA© Electrophoresis GmbH. 
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H αντίδραση της OneStep RT-PCR πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή DNA Engine της 
BioRad. 
Εικόνα 21: DNA Engine της Biorad στο οποίο έγιναν οι PCR. 
Για την εγκυρότητα των αποτελεσμάτων της PCR και τη σαφέστερη απεικόνιση και κατανόηση 
τους, χρησιμοποιήθηκε αρνητικό δείγμα και δείκτης μοριακών βαρών (100 bp DNA ladder). 
Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε απεσταγμένο, αποστειρωμένο νερό. Η επεξεργασία 
του αρνητικού μάρτυρα ήταν ακριβώς η ίδια όπως για τα κλινικά δείγματα. 
Τέλος, μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή τοποθετήθηκε σε ειδικό μηχάνημα 
υπεριώδους ακτινοβολίας προκειμένου να γίνουν ορατές οι ζώνες του DNA. 
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2.5 Eπιλογή του RNA στόχου  
  
Η επιλογή του επιθυμητού τμήματος RNA έγινε με σκοπό την ενίσχυση τμημάτων του φλαβοϊού 
που καλύπτουν ολόκληρο το γονιδίωμα του. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν 14 ζέυγη 
εκκινητών για τον πολλαπλασιασμό τμημάτων του γονιδιώματος του ιού του Δυτικού Νείλου, 
μεγέθους περίπου 700-1100 ζευγών βάσεων ανά ζεύγος εκκινητών (εξαίρεση το ζεύγος 9 μήκους 
448 bp) (Πινακας 5). 
Ως γονιδίωμα αναφοράς για τον σχεδιασμό των εκκινητων χρησιμοποιήθηκε η αλληλουχία του 
Nea Santa-Greece-2010, του στελέχους δηλαδή που θεωρείται υπεύθυνο για τις επιδημίες της 
περιόδου 2010-2014 στην Ελλάδα. Εκκινητές που βρέθηκαν σε πρόσφατη βιβλιογραφία [79,112] 
αλληλούχισης στελεχών WNV lineage 2 ελέγχθηκαν μέσω του προγράμματος BioEdit με χρήση 
του λογισμικού ClustalW. Έγινε στοίχισή τους στην αλληλουχία του Nea Santa-Greece-2010. 
Σχεδιασμός primers έγινε και εκ νέου με χρήση του προγράμματος Primer Blast. To Primer Blast 
χρησιμοποιήθηκε επίσης και για τον τελικό ποιοτικό έλεγχο των primers πριν την παραγγελία 
τους.  
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Πίνακας 5: Οι αλληλουχίες των ζευγών εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν με φορά 5΄- 3΄. Αναγράφεται η βιβλιογραφία 
και η θέση τους στο γονιδίωμα του στελέχους Nea Santa-Greece-2010 καθώς με βάση αυτό έγινε ο ποιοτικός τους 
έλεγχος και εν τέλει αποδείχτηκε ότι είναι το στενότερο συγγενικά στέλεχος. 
Όνομα Αλληλουχία Primer 
(5’=>3’) 
Θέση στο 
Γονιδίωμα 
 Βιβλιογραφία 
F1 
R1 
AGTAGTTCGCCTGTGTGAG 
GCCTTCCAGTACCAGATCAA 
1-19 
1028-1047 
Αυτή η μελέτη 
F2 
R2 
TDGGAATGAGYAACAGRGAC 
TGRTTDATCTGBTGWTCTCCT 
979-996 
2130-2150 
          
[79] 
F3 
R3 
GTTCTCAAGCAATACTGTGAAG 
TTCCACCACGACACTCAA 
1785-1806 
2725-2742 
 
[112] 
F4 
R4 
GGAAGCCATTAAGGATGAG 
AAGAACACGACCAGAAGG 
2673-2691 
3561-3578 
 
[112] 
F5 
R5 
AGAATGGCTGTTGGTATGG 
CGTCCTCTCAATCCACAT 
3446-3464 
4372-4389 
 
[112] 
F6 
R6 
GCAGAACTTGACATAGACTC 
TACAGCCGTCCTCAATCT 
4282-4301 
5257-5274 
 
[112] 
F7 
R7 
 ACCTGAAATGTTGAGGAAGA 
CGGCATGTTGATGTTGTC 
5151-5170 
6100-6117 
 
[112] 
F8 
R8 
CATCACCACAGACATATCAGA 
AGCCATCCAGCAGAAGAA 
5829-5849 
6742-6759 
 
[112] 
F9 
R9 
CGGACGCCCTTCAGACAATA 
TCGTTACGGCATAGAGCGAC 
6611-6630 
7044-7059 
 
[112] 
F10 
R10 
CCTGTTGGGACACAAGCCA 
CCAGATACAGAAAAGAAGCCATCA 
6960-6978 
7757-7780 
Αυτή η μελέτη 
 
F11 
R11 
CAAGAGGGGTGGAGCCAAG 
AGGAGAGGCTTCCCTACTGC 
7677-7695 
8479-8498 
Αυτή η μελέτη 
 
F12 
R12 
GTGAACATGACAAGCCAGGTG 
CTGAGTTCTTCCTACCCAGCC 
8380-8400 
9179-9199 
Αυτή η μελέτη 
 
F13 
R13 
GAGTTCGGCAAAGCTAAAGGC 
ACACTCTGTTCCAGACTGCG 
9079-9099 
10128-10147 
Αυτή η μελέτη 
 
F14 
R14 
TGGATGACGACGGAAGACATG 
GGGTCTCCTCTAACCTCTAGT 
10105-10125 
10825-10845 
 
[113] 
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2.6 Εμφάνιση και αποτύπωση του τελικού προϊόντος πολλαπλασιασμού 
Τα προϊόντα πολλαπλασιασμού της ΡCR γίνονται ορατά και ελέγχονται με αρκετούς τρόπους, οι 
συχνότεροι των οποίων είναι: 
α) Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης μετά από σύνδεση του DΝΑ με βρωμιούχο αιθίδιο (πιο 
κοινό) ή άλλη ουσία χρώσης DNA π.χ. SERVA© Electrophoresis GmbH (σε αυτή η μελέτη). 
β) Υβριδισμός με ιχνηθέτη με φθορίζουσα, ανοσοενζυμική ή ραδιενεργό σήμανση.  
Η μέθοδος με πήκτωμα αγαρόζης και ουσία DNA χρώσης είναι η συχνότερα χρησιμοποιούμενη, 
έχει όμως χαμηλότερη ευαισθησία σε σχέση με τις μεθόδους ιχνηθέτη. 
Η αγαρόζη είναι ένας φυσικός πολυσακχαρίτης που παράγεται από τα φύκια. Λόγω της χαμηλής 
περιεκτικότητας της σε θειικές ομάδες έχει πολύ μικρό ηλεκτρικό φορτίο, με αποτέλεσμα να 
βρίσκει σημαντικές εφαρμογές στην ηλεκτροφόρηση των νουκλεϊκών οξέων. 
Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης είναι σχετικά απλή και σύντομη και έχει τη δυνατότητα να 
διαχωρίζει τα τμήματα του DΝΑ που έχουν διαφορετικό μέγεθος. Επιπλέον, δίνεται η δυνατότητα 
άμεσου εντοπισμού της θέσης των τμημάτων DΝΑ μέσα στο πήκτωμα, μετά από χρώση του DΝΑ 
με αραιά διαλύματα φθορίζουσας χρωστικής, που έχει τη δυνατότητα να παρεμβάλλεται μεταξύ 
των βάσεων του DΝΑ. Έτσι, τα τμήματα του DΝΑ μπορούν εύκολα να εντοπιστούν κάτω από 
υπεριώδη ακτινοβολία (UV). 
Η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης, μέσα σε ένα 
ρυθμιστικό διάλυμα, με τη χρήση ενός ηλεκτρικού πεδίου σταθερής τάσης και κατεύθυνσης και 
βασίζεται στο γεγονός ότι οι φωσφορικές ομάδες του DΝΑ, έχουν αρνητικό φορτίο. Έτσι, στο 
ηλεκτρικό πεδίο της συσκευής ηλεκτροφόρησης, το DΝΑ έχει την τάση να μετακινηθεί από την 
κάθοδο προς την άνοδο, με σταθερή ταχύτητα ανεξάρτητα από την νουκλεοτιδική του σύσταση. 
Οι όποιες διαφορές προκύπτουν στην κινητικότητα των διαφορετικών τμημάτων DΝΑ οφείλονται 
στην αντίσταση που εμφανίζεται κατά τη μετακίνηση τους διαμέσου των πόρων του πηκτώματος, 
αντίσταση που είναι μεγαλύτερη όσο μεγαλύτερο είναι το μέγεθος του προϊόντος 
πολλαπλασιασμού που ηλεκτροφορείται. Άρα, όσο μεγαλύτερο είναι το μέγεθος των μορίων DΝΑ, 
τόσο πιο δύσκολη θα είναι η μετακίνηση τους, ενώ αντίθετα, τα μόρια DΝΑ με μικρό μοριακό 
μέγεθος περνούν ευκολότερα μέσα από το πήκτωμα και φτάνουν γρηγορότερα στην άνοδο 
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Άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν την κινητικότητα του DΝΑ κατά τη διάρκεια της 
ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης, πλην του μεγέθους του προϊόντος DΝΑ, είναι: 
α) Η συγκέντρωση της αγαρόζης (όσο μεγαλύτερη η συγκέντρωση και συνεπώς πυκνότερο το 
πήκτωμα τόσο πιο αργή η μετακίνηση του DΝΑ) 
β) Η διαμόρφωση του DΝΑ (η υπερελικωμένη και η γραμμική διαμόρφωση των μορίων DΝΑ του 
ιδίου μοριακού βάρους θα μετακινηθούν με διαφορετικό ρυθμό στην αγαρόζη) 
γ) Η διαφορά δυναμικού του ηλεκτρικού πεδίου 
δ) Η παρουσία χρωστικών (π.χ. η χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο έχει ως αποτέλεσμα την ελάττωση 
της κινητικότητας του DΝΑ έως και 10%) . 
ε) Η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος της ηλεκτροφόρησης (η απουσία ιόντων μειώνει πολύ 
την κινητικότητα του DΝΑ). 
Υπάρχουν διάφορα ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιούνται στην ηλεκτροφόρηση. Συνήθως 
περιέχουν ΕDΤΑ και μείγμα ιόντων σε διάφορες συγκεντρώσεις. Τα διαλύματα αυτά 
παρασκευάζονται συνήθως συμπυκνωμένα και φυλάσσονται σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι την 
τελική χρήση τους, οπότε και αραιώνονται κατάλληλα. 
Τα αποτελέσματα γίνονται ορατά μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης τοποθετώντας την πηκτή 
αγαρόζης κάτω από πηγή υπεριώδους ακτινοβολίας (UV). Έτσι σε περίπτωση θετικών 
αποτελεσμάτων γίνονται εμφανείς ζώνες, οι οποίες είναι το ορατό αποτέλεσμα της συγκέντρωσης 
του τμήματος του DNA που πολλαπλασιάστηκε με τη μέθοδο της PCR, συνδεδεμένου με τη 
χρωστική. 
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Μεθοδολογία που ακολουθήθηκε 
1. Ζυγίζεται η επιθυμητή ποσότητα αγαρόζης η οποία αναμιγνύεται με συγκεκριμένο όγκο 
ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης συνήθως 0,5 x TΑE. Η αγαρόζη διαλύεται με τη βοήθεια 
βρασμού ώσπου το διάλυμα να γίνει τελείως διαυγές. 
2. Στη συνέχεια προστίθεται διάλυμα 1μL της χρωστικής SERVA© Electrophoresis GmbH. Η 
χρωστική προστίθεται ώστε να προσδεθεί στη συνέχεια στις ζώνες του DNΑ και να είναι ορατές 
κατά την παρατήρηση του gel σε UV ακτινοβολία σε τελική συγκέντρωση 0.1 μg/ml. 
3. Πριν τη στερεοποίηση του πηκτώματος, το διάλυμα εισάγεται σε ένα γυάλινο καλούπι 
συγκεκριμένων διαστάσεων (μήτρα πολυμερισμού ηλεκτροφορητικής συσκευής). Οι θέσεις των 
δειγμάτων DNA (πηγαδάκια) σχηματίζονται με τη βοήθεια ειδικής μήτρας που τοποθετείται στη 
συσκευή (χτενάκια) πριν τον πολυμερισμό του πηκτώματος. 
4. Στα δείγματα DNA που πρόκειται να αναλυθούν προστίθεται διάλυμα χρωστικής Loading buffer. 
5. Όταν στερεοποιηθεί το διάλυμα τοποθετείται στην ηλεκτροφορητική συσκευή η ποία είναι 
πληρωμένη με διάλυμα ηλεκτροφόρησης (αντίστοιχο με αυτό που έχει κατασκευαστεί το πήκτωμα) 
τόσο ώστε να επικαλύπτει το πήκτωμα. 
6. Τα δείγματα τοποθετούνται στα πηγαδάκια και αναλύονται σε οριζόντια συσκευή 
ηλεκτροφόρησης. 
7. Προκειμένου να είναι δυνατή η εκτίμηση του μεγέθους των τμημάτων DNA που αναλύονται, 
ηλεκτροφορείται μαζί με τα δείγματα και ο μάρτυρας μοριακών βαρών (ladder). 
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2.7 Απομόνωση-Καθαρισμός DNA από πήκτωμα αγαρόζης 
Πριν τα ενισχυμένα με PCR κομμάτια σταλούν για αλληλούχιση προηγείται καθαρισμός τους 
από την αγαρόζη και τα παραπροϊόντα(primers ή παραπροιόντα της RT-PCR) που υπάρχουν στην 
πηκτή με χρήση του εμπορικά διαθέσιμου kit της Macherey-Nagel  ‘NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up’.  
Εικόνα 22: μεταφρασμένη εικόνα  του πρωτοκόλλου από Macherey-Nagel ‘NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up’ 
kit user manual΄΄Protocol-at-a-glance΄΄. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
3.1 Επιλογή του κατάλληλου ιστού 
Την απομόνωση του RNA και την ταυτόχρονη καλλιέργεια κυττάρων ακολούθησε ένας 
ποσοτικός έλεγχος απόδοσης που έγινε με χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας σε πήκτη αγαρόζης. 
Προηγήθηκε RT-PCR στα RNA extracts των ιστών και της κυτταροκαλλιέργειας με εκκινητές 
για τον πολλαπλασιασμό ενός τμήματος του γονιδιώματος μεγέθους 1084 ζευγών βάσεων, το 
οποίο είναι μέρος του γονιδίου που κωδικοποιεί τη μη δομική πρωτεΐνη ΝS5 και παράλληλα είναι 
ιδιαίτερα συντηρημένο μεταξύ των ιών αυτής της οικογενείας [111]. Τα αποτελέσματα έδειξαν 
ικανοποιητική (Β2) και υψηλή συγκέντρωση ιικού RNA σε όλα τα κλινικά δείγματα καθώς και 
στις καλλιέργειες. Για τη συνέχεια του πειράματος χρησιμοποιήθηκε RNA που προέκυψε από τις 
Vero κυτταροκαλλιέργειες ( νούμερο 1 και 2 στην εικ.23) καθώς είχε εμφανώς την μεγαλύτερη 
απόδοση. 
Εικόνα 23: Φωτογραφία του πηκτώματος που χρησιμοποιήθηκε για τον ποσοτικό προσδιορισμό του ιικού RNA μετά 
την απομόνωση από τους κλινικούς ιστούς και τις κυτταροκαλλιέργειες. Οι στήλες 1 και 2 αντιστοιχούν στην 
κυτταροκαλλιέργεια ενώ Β1 είναι δείγμα εγκεφαλικού ιστού, R1 δείγμα νεφρικού ιστού και L1 δείγμα ηπατικού ιστού 
από την καρακάξα νούμερο 1. Η στήλη Β2 είναι δείγμα εγκεφαλικού ιστού από την καρακάξα νο.2. 
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3.2 One Step RT-PCR ενίσχυση των υπό μελέτη τόπων και απεικόνισή τους. 
 
Το πρωτόκολλο της One Step RT-PCR που αναφέρθηκε στις μεθόδους εφαρμόστηκε για κάθε 
ζεύγος εκκινητών. Την ενίσχυση των αλληλουχιών στόχων ακολούθησε εμφάνιση των 
προϊόντων σε τζελ αγαρόζης. Στην εικόνα 24(πάνω) φαίνεται το πήκτωμα που περιείχε τα πρώτα 
6 ζεύγη εκκινητών που δοκιμάστηκαν. Τα ενισχυμένα κομμάτια είναι στην προβλεπόμενη θέση 
με βάση το DNA ladder. Ακολούθησε ο καθαρισμός του πηκτώματος και η αλληλούχιση τους.  
Στην εικ.24(κάτω) απεικονίζεται το πήκτωμα των υπόλοιπων ζευγών εκκινητών, δηλαδή τα 
5,8,9,11,13,14. Τα ζεύγη 10 και 12 δεν θεωρήθηκε σωστό να αποκοπούν από το εξής πήκτωμα 
και για αυτό το λόγο ακολούθησαν επαναληπτικές One-step RT-PCR σε διαφορετικές 
θερμοκρασίες annealing και συγκέντρωσης Mg2+ έως ότου προέκυψαν καθαρές και έντονες 
μπάντες στην ηλεκτροφόρηση του πηκτώματος αγαρόζης. 
 
Οι μπάντες κόπηκαν με νυστέρι από το πήκτωμα με όσο το δυνατό μεγαλύτερη ακρίβεια ώστε να 
μην υπάρχει περιττή αγαρόζη και ακολούθησε το πρωτόκολλο καθαρισμού πηκτώματος. Μετά τη 
συλλογή του καθαρισμένου DNA, ακολούθησε αποθήκευσή τους στους -20οC έως ότου σταλούν 
για αλληλούχιση. 
 
Τα ενισχυμένα με PCR κομμάτια αλληλουχήθηκαν και προς τις δύο κατευθύνσεις με χρήση του 
φθορίζον BigDye® Terminator Cycle sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems) που 
ακολουθήθηκε από διαχωρισμό των κομματιών με έναν 3,730xl DNA  Analyzer (Applied 
Biosystems).  
 
Η αλληλουχία αποτέλεσμα στοιχήθηκε και συναρμολογήθηκε με χρήση λογισμικού MEGA v7. 
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Εικόνα 24(πάνω): Ενδεικτικό Gel με τα ενισχυμένα κομμάτια για τα ζεύγη primer: 1,2,3,4,6,7 και τα αντίστοιχα 
αρνητικά control τους.(κάτω): ζεύγη: 5,8,9,11,13 και 14 και το αρνητικό control του Mastermix της one-step RT-
PCR. 
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3.3 Συζήτηση-Συμπεράσματα 
 
Είναι κατά τη γνώση μας, η πρώτη αλληλουχία ολόκληρου γονιδιώματος στελέχους WNV 
Lineage 2, απομονωμένου από δείγμα Ευρασιάτικης Καρακάξας που πέθανε με εμφανή 
νευρολογικά συμπτώματα, στην Ευρώπη. Είναι επίσης η πρώτη πλήρης αλληλουχία του 
κυκλοφορούντος στελέχους στην Νότια Ελλάδα. Τα αποτελέσματα του BLAST έδειξαν ότι η 
αλληλουχία του Argolida-Greece-2017 στελέχους εμφανίζει την υψηλότερη αλληλουχική 
ομοιότητα με το στέλεχος Nea Santa-Greece-2010 (99,79%), το πλέον υπεύθυνο για τις επιδημίες 
WNV που λάβανε χώρα στην Νότια και Κεντρική Ελλάδα από το 2010 έως το 2014. Η 
φυλογενετική ανάλυση επιβεβαιώνει την μεγαλύτερη συγγένεια με το στέλεχος Nea Santa παρά 
με τα υπόλοιπα στελέχη του cluster Hungary/04 (εικ.25). Τα ευρήματα δείχνουν λοιπόν μια νέα 
είσοδο του στελέχους Nea Santa στην περιοχή της Νότιας Ελλάδας με εμφανή τοπική γενετική 
εξέλιξη της αλληλουχίας, κάτι που πιθανώς συνέβη στην περίοδο πριν την επανεμφάνισή του. 
 
Το ποσοστό νουκλεοτιδικής ομοιότητας με άλλα στελέχη WNV Lineage 2 ήταν:  
 99,79% ομοιότητα με το στέλεχος της Βόρειας Ελλάδας 2010 (Νea Santa-Greece-2010 
HQ537483.1). 
 99.59% ομοιότητα με στέλεχος Ουγγαρίας 2010 (578/10 KC496015). 
 99.53% ομοιότητα με στέλεχος Βόρειας Ελλάδας 2012 (Greece/2012/Kavala/39.1 
KF179639.1). 
 99.45 % με στέλεχος του Βελγίου 2017 (WNV/Belgium/2017/Antwerpen MH021189.1). 
 99.40% με το στέλεχος της Ουγγαρίας 2004 (goshawk-Hungary/04 DQ116961.1) , ένα 
ιδιαίτερα σημαντικό στέλεχος καθώς αποτελεί τον πρώτο εντοπισμό του Lineage 2 στην 
Ευρώπη [77]. 
 99.27% με το στέλεχος της Σερβίας 2012 ((Sad/84 12 KC407673.1). 
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Εικόνα 25:Φυλογενετικό Δέντρο των Lineage 2 στελεχών του WNV με βάση ολόκληρες αλληλουχίες. Το 
γονιδίωμα της παρούσας μελέτης φαίνεται με bold.Αναγράφονται οι αριθμοί αλληλουχίας GenBank, η 
γεωγραφική προέλευση και η ημερομηνία συλλογής του κάθε στελέχους. Το ποσοστό Bootcamp αναγράφεται 
στην αρχή κάθε διακλάδωσης.  
 
 
Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης έδειξαν συνολικά 23 νουκλεοτιδικές αλλαγές (3 από τις 
οποίες στην 3΄ μη κωδική περιοχή του ιικού γονιδιώματος) και 5 αμινοξικές αλλαγές (1 από αυτές 
στην 3΄ μη κωδική περιοχή) σε σύγκριση με το φυλογενετικά συγγενέστερο στέλεχος, το Nea 
Santa-Greece-2010. 
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Στις αμινοξικές αλλαγές περιλαμβάνονται οι Ι159Μ και Κ805R μετάλλαξη στο γονίδιο NS5 
(Πίνακας 6). Επίσης, μια άλλη αμινοξική αλλαγή στην 3΄ μη-κωδική περιοχή παρατηρείται όταν 
γίνει σύγκριση με το στέλεχος Nea Santa. Οι μεταλλάξεις στο NS1 γονίδιο δεν έχουν αναφερθεί 
στο παρελθόν. Σύμφωνα με τον αλγόριθμο SIFT, και οι 4 αμινοξικές αλλαγές της πολυπρωτεΐνης 
είναι ανεκτές δομικά. Αν και αυτές οι αλλαγές δεν θεωρούνται από υπάρχουσα βιβλιογραφία 
σημαντικοί παράγοντες της παθογένειας ενός στελέχους, περαιτέρω μελέτη απαιτείται καθώς οι 
αλλαγές στην ΝS1 πρωτεΐνη αναφέρονται για πρώτη φορά και έχουν άγνωστο αντίκτυπο. Η ΝS1 
είναι μια γλυκοπρωτεΐνη με πολλούς γνωστούς ρόλους στην έναρξη σύνθεσης του RNA,στο 
σχηματισμό του συμπλέγματος αντιγραφής και στη ρύθμιση της ανοσοαπάντησης του ξενιστή, η 
οποία εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα ( έως 50 μg/ml) στον ορό των ασθενών και έχει συσχετιστεί 
με σοβαρό παθολογικό φαινότυπο [92]. 
Θα πρέπει να τονιστεί και η περίπτωση οι μεταλλάξεις να προέκυψαν κατά την μόλυνση και 
ανάπτυξη των κυτταροκαλλιεργειών, κάτι που θα επισήμαινε την υψηλή εξελικτική ικανότητα 
του ιού. 
Από τα ευρήματα της μελέτης και το φυλογενετικό δέντρο προκύπτει η ενδιαφέρουσα 
παρατήρηση της κοντινότητας του στελέχους Argolida-2017 με το στέλεχος Nea Santa-Greece-
2010. Θεωρείται σύμφωνα με τα στοιχεία που έχουμε πιο πιθανή η εισαγωγή του πρωταρχικού 
στελέχους Nea Santa Greece 2010 στη περιοχή της Αργολίδας και η τοπική εξέλιξη του 
στελέχους σε πιο μολυσματικό τόσο για τους πληθυσμούς πτηνών όσο και για τον άνθρωπο, παρά 
η εξάπλωση των στελεχών που αναφέρθηκαν στην υπόλοιπη Ελλάδα τα μεταγενέστερα χρόνια 
(2010-2014). Η μετακίνηση του στελέχους θα μπορούσε να γίνει με άγρια πτηνά κατά τις 
μεταναστεύσεις τους από τη περιοχή της Κεντρικής Μακεδονίας. 
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Πίνακας 6: Αμινοξικές αλλαγές μεταξύ στελεχών σε σύγκριση με την αλληλουχία του Nea Santa, η αλληλουχία 
της μελέτης φαίνεται με έντονα μάυρα γράμματα. 
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Μια πρόσφατη μελέτη πειραματικής μόλυνσης με τον ιό σε ευρωπαϊκές καρακάξες με τα στελέχη 
που τώρα κυκλοφορούν στην Ευρώπη (ΝΥ99 που ανήκει στο lineage 1 και SRB Novi-Sad/12 
του lineage 2) έδειξε χαμηλά ποσοστά επιβίωσης (30% και 42,8%) και για τα δύο lineages [56].O 
ιός πολλαπλασιάζεται σε ικανά για μετάδοση επίπεδα στο αίμα των πτηνών και απελευθερώνεται 
μεγάλη ποσότητά του, από τα κύτταρα αυτών, κάτι που διατηρεί πιθανώς τον ιικό κύκλο ζωής. 
Η πειραματική μόλυνση πτηνών σε εργαστηριακό περιβάλλον δεν αντιπροσωπεύει υποχρεωτικά 
και την φυσική μόλυνση αλλά αποτελεί μια σημαντική ένδειξη για τα κυκλοφορούντα στελέχη 
ιού του Δυτικού Νείλου τα οποία έχουν εμφανώς αυξημένη μολυσματικότητα, κάτι που έντονα 
παρατηρήθηκε και στην περίπτωση της Αργολίδας το 2017 με πρωτοφανή μείωση των τοπικών 
πληθυσμών πουλιών και δημιουργεί ανησυχίες για περαιτέρω αύξηση της μολυσματικότητας και 
παθογένειας του ιού. 
Το 2011, η ομάδα του τμήματος Κτηνιατρικής του πανεπιστημίου Θεσσαλίας ανέφερε την 
ανίχνευση ιικού RNA WNV σε δείγματα από Ευρασιάτικες καρακάξες από την Βόρεια Ελλάδα 
[51], αλλά τότε δεν είχαν παρατηρηθεί θάνατοι άγριων πτηνών. Αυτή η μελέτη αποτελεί την 
πρώτη ανάλυση στελέχους ιού Δυτικού Νείλου από περιοχή-εστία μαζικού θανάτου αγρίων 
πτηνών που ταυτόχρονα αποτελεί και επίκεντρο ανθρώπινης επιδημίας. Το αναφερόμενο στην 
παρούσα μελέτη πλήρες γονιδίωμα του στελέχους WNV από την εξής περιοχή αναφέρεται για 
πρώτη φορά και επιδεικνύει σημάδια εξελικτικής απόκλισης από το στέλεχος του 2010. Καθώς 
οι Ευρασιάτικες Καρακάξες είναι ένα είδος ενδημικό της χώρας και ζούνε κοντά σε ανθρώπινους 
πληθυσμούς, είναι ένα είδος με μεγάλη σημασία για τον μελλοντικό σχεδιασμό προγραμμάτων 
επιτήρησης με προσέγγιση ‘Ενιαίας Υγείας Ανθρώπου-Ζώων-Περιβάλλοντος’. 
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